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INTRODUCCION
Las células végétales son ricas en polisacâridos.
En los végétales superiores prédomina la celulosa mientras 
que en los hongos el polisacârido mâs abundante es la quiti- 
na asociada con glucanos, mananos y galactanos. Los polisacâ­
ridos producidos por los hongos pueden encontrarse: a) en el 
medio de cultivo, b) en la pared celular y c) como material 
de réserva intracelular. Los polisacâridos constituyen una 
parte fundamental de los esclerocios de los hongos, donde 
forman parte de la pared de las hifas que los constituyen, 
se encuentran en el interior como sustancias de réserva 
(Ergle, 1948) 6 en el exterior formando una matriz que en- 
vuelve las hifas (Willetts, 1972).
Los microorganismos producen polisacâridos que ex- 
cretan al medio de cultivo y cuya funciôn no se conoce bien 
(Dudman, 1977). En las bacterias, estos pollmeros de alto 
peso molecular, estân formados por uno o varies monômeros 
que originan una unidad que se repite a lo largo de la cade 
na. Otras moléculas como la glicerina, âcidos orgânicos de 
bajo peso molecular y âcido pirûvico se encuentran forman­
do éteres, ésteres o acetales respectivamente con los gru- 
pos -OH libres de los polisacâridos. Debido a que muchas 
bacterias producen câpsulas, formadas por polisacâridos, 
que tienen gran importancia en la patogeneicidad y en reaccio 
nés inmunolôgicas, en muchos casos fundamentales para su t^ 
pificaciôn, los polisacâridos bacterianos han sido mâs estu 
diados.Por otra parte, el descubrimiento del dextrano, un 
0(-glucano, muy soluble en agua en la que forma soluciones 
viscosas capaces de reemplazar las producidas por gomas ve-
getales, ha hecho que surja una nueva industria basada en 
la producciôn de polisacâridos por microorganismos (Jeanes, 
1977). Actualmente existen en el mercado varios polisacâri­
dos microbianos y su demanda es cada dîa mayor ya que sus 
aplicaciones van en aumento y son imprescindibles en las in 
dustrias de la alimentaciôn, farmaceôtica, cosmëtica, teji- 
dos, pinturas, papel, etc. Entre estos polisacâridos se en­
cuentran los dextranos, xantanos, alginatos, "zanflo", "curd- 
land" y el heteropolisacârido "PS-7" (^andford y Laskin, 1977)
Algunos hongos producen polisacâridos extracelulares 
que contienen enlaces glucosîdicos p-(1 — > 3) y |3 - ( 1 —f 6) .
El "sclerotan” es uno de los primeros polisacâridos de este 
tipo, aislado de los esclerocios de Monilinia libertiana, un
fj-(1 — > 3) glucano con residues de glucosa unidos a interva- os en las posiciones R -(1 — > 6) (Kitahara y  Takenchi, 1959). 
Johnson y col. (1963) investigaron la estructura de un poli­
sacârido similar producido por Sclerotium rolfsii. Polisacâ­
ridos anâlogos han sido aislados de Claviceps purpurea.
(Perlin y Taber, 1963), Pullularia pullulans (Bouveng y col., 
1962), Claviceps fusiformis (Buck y col., 1968), Schizophylum 
commune (Kikumoto y col., 1970a y b), Monilinia fructigena 
(Santamaria y col., 1978) y de los hongos superiores Plecta- 
nia occidentalis y Helotium sp (Davis y col., 1965).
Los polisacâridos extracelulares de algunos hongos 
tienen esterificados parte de los grupos -OH con âcidos or­
gânicos. El âcido luteico producido por Pénicillium luteum 
es un |3-glucano con parte de sus -OH esterificados por el 
âcido malônico (Raistrick y Rintoul, 1931). Pénicillium 
citrinum produce un polisacârido âcido compuesto de galacto- 
sa y âcido malônico denominado malonogalactano (Fujimoto y
col., 1969). Un glucano jg- (1 — >3) esterif icado por el Sci^  
do mâlico ha sido encontrado por Leal-Serrano y col., (1980) 
en los cultivos de Aureobasidium pullulans. Leal (comunica- 
caciôn personal) ha encontrado en el Pénicillium allahaba- 
densis un p-glucano esterificado por el âcido malônico y 
otro âcido aûn no identificado.
Algunas especies de Aspergillus producen un polisacâ 
rido extracelular compuesto de galactosamina y galactosa. 
Distler y Roseman (1960) encontraron en Aspergillus parasi­
ticus un polisacârido al que denominaron galactosaminogli- 
cano que es el primer polîmero compuesto de N-acetil-glüco- 
samina descrito en hongos. Posteriormente Araki y col., 
(1979) estudiaron la biosintesis y degradaciôn de este com­
puesto. Gorin y Eveleigh (1970) describieron un polisacârido 
extracelular de A. nidulans como el 2-acetamido-2-deoxi-D- 
galacto-D-galactano. En 1978 Leal y Rupérez encontraron en
A. nidulans un polisacârido extracelular formado por D-galac 
tosamina (70%) y D-galactosa (15%).
La pared celular de los hongos es la estructura rî- 
gida que protege al frâgil protoplasto y mantiene la forma 
caracterîstica de la célula. El ataque enzimâtico controla- 
do del micelio de los hongos, protegido osmôticamente, dé­
grada la pared, permitiendo la liberaciôn de los protoplas- 
tos. Diferentes aspectos de la obtenciôn y propiedades de 
los protoplastos de hongos han sido revisados por Villanue­
va (1966) .
El estudio de la pared de los hongos se iniciô hace 
tierapo. La presencia de quitina fue demostrada por Van 
Wisseling (1898) y posteriomente confirmada por Wettstein
(1921) yNabel (1939). Estos primeros trabajos solo podîan 
detectar cualitativamente la presencia de ciertas sustancias 
en la célula compléta ya que no se habîan desarrollado las 
técnicas para la obtenciôn de las paredes celulares (Aronson 
y Machlis, 1959; Salton, 1961; Crook y Johnston, 1962).
Los procedimientos ütilizados para la obtenciôn de las pare­
des consisten generalmente en la ruptura mecânica de las 
células hasta obtener pequefios fragmentes que pueden lavar- 
se fScilmente, eliminando el material protoplasmâtico. La 
fragmentaciôn puede conseguirse mediante prèsiôn (Novaes- 
Ledieu y col., 1967) o mediante homogeneizadores o vibra- 
dores mezclando el micelio con pequeftas bolas de vidrio 
(Hamilton y Knight, 1962; Novaes-Ledieu y col., 1967; 
Zonneweld, 1971). Aisladas las paredes celulares, se avan- 
z6 râpidamente en el conocimiento de su composiciôn al mis- 
mo tiempo que se estudiaba su estructura fîsica mediante 
la microscopîa electrônica. Una revis iôn reciente de los 
trabajos sobre paredes de hongos se debe a Farkas (1979).
Estos estudios revelan que tanto la composiciôn como 
la estructura de las paredes son complicadas. Estân forma­
das por una red de microfibrillas inmersas en una matriz de 
diferentes polisacâridos. Pueden compararse a las paredes 
de los edificios modernos construidos con hormigôn armado. 
Este modelo puede explicar las propiedades mecânicas de las 
paredes que pueden variar al cambiar la concentraciôn de 
las microfibrillas o la proporciôn de los polisacâridos de 
la matfiz (Aronson, 1965; Northcote, 1972).
Los coraponentes simples o monômeros que forman los 
pollmeros de la pared pueden analizarse cualitativa y cuanti 
tativamente por cromatografîa después de hidrolizar la pared
/ fraccionar los hidrolizados. Las publicaciones sobre este 
tema demuestranque la composiciôn de la pared sigue a gran­
des rasgos llneas filogenéticas y, por tanto, su conocimien­
to es ûtil para la sistemâtica (Bartnicki-Garcia, 1968). 
Mayores dificultades existen para conocer como se encuentran 
unidos estos monômeros para formar los polisacâridos y como 
se unen los polisacâridos entre si para formar la pared. Es 
necesario, por tanto, fraccionar o disecar los diferentes 
pollmeros para poder estudiarlos quimica y flsicamente, aun- 
que en el proceso pueden cambiar o perderse otros componentes. 
No obstante, con paciencia y utilizando diferentes mêtodos, 
se va consiguiendo un mejor conocimiento de la pared. Un 
métodos clâsico de fraccionamiento esel.de Mahadavan y Tatum 
(1965), cuyo esquema se présenta:
Pared
NaOH 2 N 
16 h 25°C
1—  residue
H2SO4 1 N 
16 h 90°C
2- residue 
NaOH 2 N 
30 min 25*C
1-  sobrenadante
oC -(1 — > 3) glucano, pro­
teina, galactosamina.
2- sobrenadante 
galactosa, manosa, glucosa, 
glucosamina, proteina.
3- sobrenadante
P 'd 3) glucano
Quitina
Los pollmeros mâs frecuentes y abundantes encontra- 
dos en las paredes de los hongos son los siguientes:
p-(l — > 3) glucano 6 R-glucano. Es, posiblemente, el 
polisacârido que se encuentra con mâs frecuencia en las pa­
redes de los hongos, y représenta del 15 al 30% del contenir 
do en polisacâridos (Mahadavan y Tatum, 1965; Wessels, 1965; 
Novaes-Ledieu y col., 1967; Bartnicki-Garcla, 1968; Bull, 
1970a). Aunque predominan las uniones (1 —  ^3), Bull y 
Chesters (1966) y Novaes-Ledieu y col., (1967) han encontra­
do ramificaciones en (1 — > 6). El procedimiento de extrac­
ciôn de este glucano implica una hidrôlisis suave que puede 
haber eliminado algunas cadenas unidas mâs lâbilmente. Tam­
biên es posible que sea una mezcla de varios polisacâridos. 
Este polîmero no ha sido encontrado en los Zigomicetos 
(Bartnicki-Garcla y Reyes, 1968).
Celulosa 6 p-( 1 — > 4) glucano. Este polisacârido que 
se encuentra en la pared de todos los vegetales sôlo se ha- 
11a en las paredes de un grupo reducido de hongos, los 
Ficomicetos, representando hasta un 36% (Novaes-Ledieu y 
col., 1967; Novaes-Ledieu y Jimenez-Martinez, 1968; Bartnicki- 
Garcla, 1968). Se encuentra en forma de microfibrillas 
(Hunsley y Burnett, 1970). Su insolubilidad y resistencia a 
la hidrôlisis permite su purificaciôn fâcilmente.
CX-(1 — >3) glucano ô S-glucano. Es uno de los poli­
sacâridos mâs abundantes en las paredes de los Ascomicetos 
y Basidiomicetos encontrândose en un 15-25%. (Kregar, 1954; 
Bacon y col., 1968; Bull, 1970a). En Schizophyllum commune 
se encuentra en la capa mâs externa de la pared (Hunsley y 
Burnett, 1970; Wessels y col., 1972). Es un polisacârido l i  
neal que se extrae de la pared con âlcalis. Las paredes
de Aspergillus nidulans contienen un «-glucano soluble en âl 
cali (Zonneveld, 1971). Este glucano es degradado durante la 
formaciôn de los cleistotecios sirviendo como material ener- 
gético para este proceso morfogënico (Zonneveld, 1972a, 
1972b, 1975, 1974). Sin embargo Wessels y col. (1972) com- 
probaron que en otros hongos el S-glucano es un material as­
table .
Quitina. Es un pollmeros de la N-acetil-glucosamina 
con uniones p-(1 — > 4). Se encuentra ampli amen te distribua^ 
do en las paredes de los hongos (Bartnicki-Garcla, 1968) ex 
ceptuando los Oomicetos y Zigomicetos. Se encuentra en for­
ma de microfibrillas y, por tanto, participa, como la celu­
losa, en la formaciôn del entraraado de la pared. Su conte- 
nido oscila entre un 51 en Schizophyllum (Wessels, 1965) a 
un 60% en Sclerotium (Bloomfield y Alexander, 1967). En las 
levaduras su contenido es muy bajo y parece que estâ loca- 
lizado en los sitios donde se ha producido la gemaciôn 
(Bacon y col., 1966). En las primeras fases de la regenera- 
ciôn de la pared de los protoplastos se produce gran conte­
nido de quitina (Novaes-Ledieu y Garela-Mendoza, 1970). Es 
muy resistente a la acciôn de los âcidos y los âlcalis por 
lo que résulta muy fâcil su purificaciôn (Mahadavan y Tatum, 
1965; Garcîa-Mendoza, y col., 1979).
Quitosano. Se diferencia de la quitina por carecer 
o tener muy pocos grupos N-acetilo. Hasta ahora sôlo ha si­
do encontrado como un componente mayoritario en las pare­
des de Mucor y Phycomyces (Bartnicki-Garcla, 1968). Tam­
biên se ha encontrado en las paredes de las basidiosporas de 
Agaricus (Garcîa-Mendoza y col., 1979). No obstante es posi­
ble que parte del quitosano procéda de la desacetilaciôn 
de la quitina durante el proceso de purificaciôn.
En las paredes de algunos hongos se ha encontrado ga­
lactosamina (Mahadavan y Tatum, 1965; Applegarth y Bozoian, 
1969; Bull, 1970a). Es posible que se encuentre con mâs fre­
cuencia de lo hasta ahora descrito ya que las dificultades 
para separar este azûcar de la glucosamina puede ser la cau­
sa de que en muchos trabajos no se haya detectado. Algunas 
especies del género Aspergillus producen polisacâridos ex­
tracelulares con contenidos de galactosamina de hasta el 
70% (Leal y Rupérez, 1978).
Segûn Buck y sus colaboradores (1968) estos polisacâ­
ridos extracelulares son derivados de los que existen en 
la pared, por tanto la presencia de pollmeros de galactosa­
mina en la pared puede ser mâs frecuente de lo que se creia 
hasta ahora. Pollmeros de este tipo se han aislado de las 
paredes de Aspergillus niger (Bardalaye y Nordin, 1976) y 
de las paredes de las esférulas de Physarum polycephalum 
(Farr y col., 1977).
En las levaduras existen polisacâridos derivados de 
la manosa, los mananos, que asociados a proteinas forman uno 
de los componentes principales de las paredes de estos microor 
ganismos (Korn y Northcote, 1960 ;Sentandreu y Northcote,
1968). Proteinas (10-15%) y lipidos (5-10%) tambiên se en­
cuentran en las paredes de los hongos (Johnston, 1965; Bull, 
1970a). La posibilidad de que estos compuestos procedan de 
contaminaciôn de la membrana plasmâtica fue apuntada entre 
otros porSentandreu y Northcote (1968). Otro importante com­
ponente de la pared es la melanina (Nicolaus y col., 1964; 
Bull, 1970a). Aunque en muchos hongos no es demasiado abundan­
te, en ciertas estructuras puede llegar al 20% (Garcla-Men-
doza y col., 1979). Se encuentra en la capa externa de la 
pared y hace resistentes las paredes al ataque de enzimas hi- 
drôliticas (Bloomfield y Alexander, 1967; Bull, 1970b). 
Tambiên actûa protegiendo al hongo contra la deshidrataciôn 
(Zhadanova y Pokhodenko, 1973) y contra las radiaciones ul- 
travioletas (Durrell, 1964) y solares (Sussman, 1968).
Aunque son muchas las investigaciones realizadas so­
bre diferentes aspectos de la pared de los hongos, segûn 
Rosenberger (1975): "Existen todavia muchas lagunas en el 
conocimiento de la composiciôn de las paredes y sobre las 
implicaciones de su organizaciôn fîsica. Sôlo las paredes 
de unas pocas especies han sido estudiadas y casi siempre 
la forma mâs disponible, la hifa végétâtiva. Los parâmetros 
que pueden afectar las propiedades mecânicas de una sus- 
tancia empiezan a ser estudiadas. Sin embargo, los hallaz- 
gos disponibles forman una base desde la que la meta final 
de la investigaciôn sobre la pared celular, la relaciÔn en­
tre el metabolismo de la pared y la morfologîa y desarro- 
llo del organisme fûngico, puede ser apenas divisada en la 
lejania".
Un caso tipico de diferenciaciôn y morfogénesis ce­
lular es la formaciôn de esclerocios por algunos hongos. 
Segûn Willetts (1972) los esclerocios son estructuras fûn- 
gicas que, aunque muestran considerables diferencias en de- 
sarrollo y anatomia, tienen en comûn el poder sobrevivir 
periodos adversos que serîan demasiado severos para las hi­
fas vegetativas. Por tanto, sirven como un estadîo de repo­
se resistente que, cuando las condiciones son favorables, 
reproducen al hongo por medio de crecimiento micelial y/o
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por la producciôn de esporas sexuales o asexuales. La capaci 
dad para sobrevivir de los esclerocios puede ser de anos 
(Coley-Smith y Cooke, 1971; Willetts, 1971) lo que ocasiona 
serios problemas en la agricultura ya que el hongo puede man 
tenerse en el suelo por largos periodos de tiempo, no siendo 
afectado por la rotaciôn de cultivos ni por tratamientos quî- 
micos debido a su estructura. Por ello, el conocimiento de 
los factores responsables de la iniciaciôn de los esclerocios 
puede ser de una importancia econômica considerable ya que 
se podrîan disefiar métodos para reprimir el proceso de for­
maciôn de esclerocios en las plantas infectadas y asî redu- 
cir las posibilidades de supervivencia del hongo.
En los ûltimos afios, el interés creciente en los pr£ 
cesos de diferenciaciôn ha llevado a los biôlogos a estudiar 
estos problemas bâsicos en diferentes sistemas. Los escle­
rocios de los Mixomicetos y de los hongos filamentosos es­
tân siendo, en este sentido, intensamente estudiados. Los 
mâs relevantes trabajos sobre la morfogénesis de los escle­
rocios en los hongos han sido revisados por Chet y Henis 
(1975).
El desarrollo de los esclerocios ya fue estudiado 
por De Bary (1887), pero fueron Townsend y Willetts (1954) 
quienes estudiaron mediante microscopîa ôptica la iniciaciôn 
y estructura final de varios tipos de esclerocios. Encon­
traron que un esclerocio maduro de Sclerotium rolfsii, por 
ejemplo, estâ formado por cuatro capas de células distintas: 
a) una piel gruesa, b) una corteza formada de células an- 
chas y tangencialmente aplastadas, c) una capa de células 
de pared delgada y citoplasma que se tifie intensamente y 
d) una mêdula de hifas no muy juntas. En cuanto a su inicia-
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ciôn distinguer! très tipos 1) terminal, formado por la ram^ 
ficaciôn activa del extreme de una hifa o de los extremes 
de varias hifas adyacentes. En este tipe estân cemprendides: 
Botrytis cinerea, B. allii, Pyrenema demesticum y Scleretinia 
scleretierum. 2) Cerdôn e "Strand" formade per la ramifica- 
ciôn de hifas que estân unidas corne en un cerdÔn, per ejemplo, 
en Scleretium rolfsii, y 3) Suelte e "leese", en este tipe 
las ramificaciones se entrecruzan para fermar un agregado 
compacte de hifas. Generalraente, se diferencia una capa de 
células alrededor de esta masa de hifas, formande una cer- 
teza pseudeparenquimatesa, que se puede distinguir del 
pseudeparénquima medular.
La fisielogîa y métabolisme de les henges durante 
la iniciaciôn y maduraciôn de les esclerecios han side muy 
estudiados, principalmente, en Scleretinia scleretierum,
S. trifeliorum y Scleretium rolfsii. Une de les aspectos 
mâs importantes es el râpide movimiento de nutrientes a 
los primerdies. Ceeke (1971) encentrô que el esclerocie 
madure de Scleretinia scleretierum alcanza el 88$ de su pe­
so sece a les très dîas de iniciarse, le que indica que la 
fase activa de crecimiente es corta. Este honge crece bien 
y forma esclerecios en medios que contienen una gran varie- 
dad de azûcares: D-glucesa, D-manesa, D-fructesa, L-arabine- 
sa, sacaresa.^ rafinesa, maltosa y lactesa, mientras que ne se 
producen esclerecios en medie cen trehalosa, L-serbesa, 
D-arabinosa y varies polieles. Sin embargo, cuande en el 
medie se combina la glucesa cen trehalosa e polieles aumen- 
ta la preducciôn de micelio y de esclerecios (Wang y LeTeur- 
neau, 1971). Al adicienar (^^C-) glucesa al micelio de
S. scleretierum Ceeke (1971) encentrô que durante la fase
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inicial del crecimiento del esclerocio la respiraciôn es 
activa y se producen, en la superficie del esclerocio, go- 
titas de exudado ricas en carbohidratos. A los très o cua- 
tro dîas disminuye la eliminaciôn de ^ y  la exudaciôn.
La acumulaciôn de carbohidratos solubles e insolu­
bles en los esclerocios tambiên ha sido objeto de diverses 
estudies. El centenide de glicôgene libre e ligado puede 
llegar a ser aproximadamente el 37% del peso seco de los e£ 
clerocies maduros (Ergle, 1947).
La influencia de las fuentes de nitrôgene en la pre­
ducciôn de esclerocios ha sido menos estudiada que la de la 
fuente de carbone. Peiris (1947) descubriô que Botrytis ci­
nerea ne produce esclerocios en medios centeniendo nitrate 
amônice corne ûnica fuente de nitrôgene, mientras que los pr£ 
duce abundantamente con peptena, asparagina, e nitrate po- 
tâsice, Démêtriadés (1953) demestrô que el nitrate potâsico 
e ciertos cempuestes ergânicos de nitrôgene (glicina, aspa­
ragina, tirosina, peptena, urea y los âcidos aspârtico y 
glutâmico) permiten una buena producciôn de esclerocios, 
mientras que con sales amônicas e leucina la preducciôn es 
escasa. Ne se producen esclerocios en medios que contienen 
cisteina, cistina.lisina, metionina, triptôfano 6 valina 
corne ûnicas fuentes de nitrôgene. Wang y LeTeurneau (1972) 
estudiaren el efecto de varies aminoâcides en la producciôn 
de esclerocios de Sclerotinia scleretierum encentrande que 
los mâs favorables son los compuestes relacienados con el 
ciclo de Krebs, taies como los âcidos aspârtico y glutâmico, 
alanina y serina. Chet y Henis (1975) describieren abundan- 
te formaciôn de esclerocios en Sclerotium rolfsii en medios 
que contienen L-treonina, y lo atribuyeren al papel de este
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aminoâcido en el ciclo del âcido glioxîlico.
La relaciôn entre la fuente de nitrôgeno y carbono 
juega un importante papel en la producciôn de esclerocios 
asi como en otros aspectos de su ciclo de vida. Peiris 
(1947) demostrô que en Botrytis cinerea aumenta la produc­
ciôn de esclerocios cuando aumenta la concentraciôn de glu- 
cosa en el medio de cultivo, siempre que la concentraciôn 
de peptona sea suficiente. Por el contrario, al aumentar 
la concentraciôn de la fuente de nitrôgeno disminuye la: 
producciôn de esclerocios y aumenta la de conidios.
Townsend (1952) confirmô estos resultados utilizando mâs 
hongos y varios compuestos nitrogenados. Sin embargo, ante- 
riomente, Allington (1936) habîa encontrado que el nûmero 
de esclerocios de Rhizoctonia solani aumenta cuando disminu 
ye la fuente de carbono y decrece cuando disminuye la fuen­
te de nitrôgeno.
Otros factores que influyen en la producciôn de es­
clerocios son el pH, luz, grado de humedad, temperatura, etc. 
Los trabajos relacionados con estos aspectos fueron revisa- 
dos por Hawker (1957).
Investigaciones mâs recientes estudian el efecto 
de aminoâcidos que contienen azufre en la formaciôn de escle­
rocios. La adiciôn de cisteina y metionina a los cultives 
de Sclerotium rolfsii inhibe la formaciôn de esclerocios, 
mientras que la adiciôn de iodoacetato, quelatos de metales 
o iodato potâsico, antagonistas de los grupos sulfhidrilo 
(-SH), induce la producciôn de esclerocios mâs grandes, dis- 
puestos en circules concéntricos (Chet y col., 1966). Estos 
autores sugieren que las sustancias antes mencionadas actûan
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sobre los grupos -SH de las proteinas de la pared o de al- 
guna enzima que estân implicadas en la morfogénesis. Poste- 
riormente Chet y Henis (1968) llegaron a la conclusiôn de 
que una molëcula conteniendo Cu y grupos sulfhidrilo répri­
mé la formaciôn de esclerocios y de que el âcido iodoacé- 
tico, los agentes quelantes y el iodato potâsico modifican 
el efecto de esta molécula obteniendo formaciôn de esclero­
cios. Para Trevethick y Cooke (1971), que repitieron los 
experimentos anteriores, la acciôn de dichas sustancias quî- 
micas es indirecta y no existe una sustancia represora de 
la morfogénesis. Los trabajos de Wong y Willetts (1974) apo 
yan esta teorla. Estos autores sugieren que la estimulaciôn 
de la producciôn de esclerocios es el resultado directe de 
un bloqueo de una via metabôlica importante.
Los polifenoles y las polifenol oxidasas han sido im 
plicadas recientemente en la iniciaciôn de los esclerocios. 
Wong y Willetts (1974), utilizando electroforesis en gel de 
poliacrilamida, estudiaron las actividades de la tirosinasa 
y lacasa en diferentes estadîos del desarrollo del micelio 
y de los esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum. No encon- 
traron tirosinasa en el micelio aéreo o sumergido mientras 
que detectaron una actividad moderada en los primordios, que 
aumenta considerablemente durante la fase râpida de creci­
miento de dichas estructuras. Durante la fase de maduraciôn 
se mantiene la actividad. Detectaron lacasa en el micelio 
vegetative y en todas las fases del desarrollo de los es­
clerocios. Encontraron las actividades mâs altas de fenol 
oxidasas en las fases anteriores a la pigmentaciôn, lo que 
sugiere que las enzimas actûan en algo mâs que la pigmen­
taciôn de la pared de las células corticales.
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Un compuesto fenôlico, producido por Sclerotinia 
sclerotiorum y S. libertiana, denominado "sclerin" fue ais- 
lado e identificado como un fenol que responde a la fôrmula 
(Kubota y col., 1966). Segûn Marukawa y col. (1975) 
la producciôn de "sclerin" se inicia durante la fase mice - 
liai, aumenta la concentraciôn durante la iniciaciôn del 
esclerocio, alcanza la concentraciôn mâxima inmediatamente 
despuês de que el esclerocio compléta su desarrollo, y, a 
partir de este momento, inicia un descenso en la concentra­
ciôn. Cuando aftaden "sclerin" a cùltivos de S. libertiana, 
que no produce normalmente esclerocios, se desarrollan pri­
mordios aunque no llegan a madurar. Estos autores llegaron 
a la conclusiôn de que el "sclerin" induce la formaciôn de 
los primordios y la melanogénesis: de los esclerocios.
La formaciôn sincrônica de esclerocios en S. rolfsii 
se ha conseguido recientemente al aftadir 0,51 (p/v) de lac- 
tosa a un medio sintético que contiene glucosa. Los escle­
rocios se forman en una banda circular aLmargen de la colo- 
nia. La capacidad de conseguir un desarrollo sincrônico de 
los esclerocios permitirâ una mejor comprensiôn de la estruc- 
tura y de los cambios bioquîmicos que preceden y acompafian 
a este tipo de morfogénesis. Se desconoce como la lactosa 
puede originar la formaciôn sincrônica de los esclerocios.
Es posible que la lactosa inhiba el crecimiento apical y 
estimule la ramificaciôn. Estudios de incorporaciôn auto- 
rradiogrâfica muestran claramente cambios en la ditribuciôn 
de vesîculas y en la sîntesis de la pared en presencia de 
lactosa. La compleja, pero regular morfologîa del esclero­
cio debe implicar reacciones intercelulares, quizâs por con- 
tacto fîsico y/o por intercambio metabôlico entre las células
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de los alrededores. Existen similitudes entre la formaciôn 
de los esclerocios y la formaciôn del rizomorfo de algunos 
hongos, por una parte, y la formaciôn de los basidiocarpos 
y ascocarpos en hongos superiores por otra (Smith y Berry, 
1976),
El estado conidial de B. cinerea es un hongo; muy 
generalizado que causa enfermedades caracterîsticas en mu- 
chos végétales a través de todo el mundo, especialmente 
bajo condiciones de humedad y frîo (Chupp y Sherf, 1960; 
Walker, 1952), Es capaz de atacar a las judîas en diferen- 
res estados de crecimiento y tambiên causa una importante 
enfermedad despuês de la recolecciôn en la mayorîa de las 
âreas de cultivo de judîas del mundo (Zaumeyer y Thomas, 
1957) .
En el estado de Nueva York B. cinerea produce en las 
judîas una enfermedad endémica que aparece todos los afios. 
Sin embargo, en algunas ocasiones, dicha enfermedad ha al- 
canzado proporciones de verdadera epifitia durante los pé­
riodes de Iluvia en campos de judîas rodeados de firboles 
frutales o bosques, donde el movimiento de aire es peque- 
fto y persiste gran humedad por largos périodes de tiempo.
A consecuencia de ello, los granjcros de Nueva York se han 
visto forzados a utilizar fungicidas para aminorar las 
pérdidas ocasionadas por la enfermedad.
B. cinerea tambiên ataca a tomates, lechugas, fresas, 
cerezos, vifias, avena, etc.
La relaciôn entre B. cinerea y Botryotinia fuckeliana 
(un discomiceto operculado) ha sido demostrada por Groves 
y Drayton (1939), Groves y Loveland (1953) y Polach y Abawai 
(1975).
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El estado conidial, B. cinerea,consiste en un mice­
lio cenocîtico que produce esporas asexuales y esclerocios
(agregaciones de hifas rugosas, negras e irregulares). Los 
esclerocios resisten condiciones ambientales adversas y el 
hongo probablemente pasa el invierno en esta forma para 
proporcionar colonias frescas y esporas en primavera. Las 
esporas mâs grandes (macroconidios) se diseminan fâcilmen- 
te para infectar nuevas plantas. Las esporas mâs pequehas 
(microconidios), probablemente, funcionan como los esperma- 
cios en la reproducciôn sexual. El estado perfecto puede de- 
rivarse de los esclerocios al aplicar conidios a su superfi^ 
cie (los cultivos de B. cinerea son heterotâlicos). Los es­
clerocios fertilizados a veces dan lugar a apotecios pedun 
culados que contienen ascas.
Recientemente se ha descrito la producciôn de polisa
câridos extracelulares por diferentes cepas de B. cinerea.
Kamoen y Jamart (1973a) aislaron un polisacârido del caldo 
de cultivo de B. cinerea cuando crece en el medio de 
Richards. El polisacârido estâ formado de galactosa, glu­
cosa, manosa y ramnosa. Las soluciones acuosas comprendidas 
entre 0,01 y 1 % de polisacârido tienen un efecto tôxico so­
bre las hojas de begonias. El efecto tôxico se debe al âci­
do cîtrico segregadoin vitro por el B. cinerea que actûa 
como una toxina sobre las hojas de las begonias (Kamoen y 
Jamart, 1973b). Dubordieu y col., (1978a) encontraron un 
glucano producido por B. cinerea en uvas infectadas. Dicho 
polisacârido tiene un peso molecular aproximado de un mi- 
llôn. Es un p-glucano con enlaces 1 — ?■ 3, en la cadena prin 
cipal, y ramificaciones en 1 — > 6. Este glucano es responsa­
ble de las dificultades que se originan en la clarificaciôn
de los vinos. En las uvas infectadas se localiza entre la 
epidermis y las células de la pulpa (Dubordieu y col., 
1978b).
El objeto de esta Tesis es el estudio de la composi- 
ciôn quîmica, estructura y fisiologia de la producciôn del 
polisacârido extracelular de Botrytis cinerea y su posible 
participaciôn en la formaciôn y estructura de los esclero­
cios .
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MATERIALES Y METODOS
I.- MICROORGANISMO
El presente trabajo se ha realizado con el hongo fila- 
mentoso Botrytis cinerea Pers. ex Fr. aislado en nuestro la- 
boratorio como contaminante y confirmada su identidad por el 
Centraalbureau voor Schimmelcultures de Baarn (Holanda).
B. cinerea Pers. ex Fr. pertenece a la clase Deuteromycetes, 
orden Moniliales, familia Moniliaceae. Produce apotecios cuan­
do se cruzan algunas cepas. En estado perfecto ha sido iden­
tificado como género Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz 
perteneciente a la clase Ascomycetes, orden Helotiales, fa­
milia Sclerotinaceae.
De Bary (1866) fue el primero que descubriô que el 
ascomiceto Peziza fuckeliana, encontrado por él, y el Botrytis 
cinerea son diferentes estados del mismo hongo. El género 
Botryotinia fue creado por Whetzel (1945). La relaciôn entre 
Botrytis cinerea y Botryotinia fuckeliana fue confirmada por 
Groves y Drayton (1939) y Groves y Loveland (1953).
II.- MEDIOS DE CULTIVO
1.- Medio de mantenimiento y de formaciôn de esclerocios
El microorganismo se mantiene en tubos inclinados que 
contienen un medio formado por un cocimiento de 1 parte de 
judias verdes y 2 partes de agua y al que se anade 2% de agar, 
una vez filtrado.
Para la formaciôn de esclerocios se emplea el mismo
medio enriquecido con 1 % de glucosa y distribuido en porciones
de 40 ml en plaças Pétri de 10,5 cm de diâmetro. Las plaças
se inoculan extendiendo dos gotas de una suspensiôn de coni­
dios sobre la superficie del medio y se incuban en oscuridad
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a temperatura ambiente.
A los 15 dîas de incubaciôn se recogen los esclerocios 
teniendo cuidado de eliminar el agar, se secan y 1 impian con 
un papel de filtro, y se pesan (peso hûmedo). Despuês de 
sumergirlos en agua hirviendo durante 3 minutes para eliminar 
restos de agar los esclerocios se desecan es estufa de aire 
caliente a 50°C basta peso constante (peso seco).
2.- Germinaciôn de esclerocios.- Los esclerocios se re- 
cogen a los 15 dîas de incubaciôn y se llevan asépticamente 
a plaças estêriles. Las plaças se mantienen a -11°C durante 
24 horas y despuês se incuban a temperatura ambiente cerca
de una ventana en câmara hûmeda. Bajo estas condiciones, los 
esclerocios reciben luz directa del sol durante 1 hora diaria, 
aproximadamente. Algunos conidiôforcs aparecen a los 10 
dîas y hacîa el dîa 20 la mayorîa de los esclerocios estân 
cubiertos por conidiôforos. En este momento los esclerocios 
se tratan para examinarlos al microscopio electrônico o pa­
ra estudiar su composiciôn.
3.- Medio base para la producciôn de polisacârido extra­
celular. - El medio sintético utilizado para el crecimiento 
del hongo y la producciôn de polisacârido es el siguiente:
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Glucosa . ...................... 20 g
gCasaminoâcidos (Difco).......... 4
KH,PO. .................... ..... 0,5 g2 4 ....................
MgSO^.TH^O ................ ..... 0,5 g
FeSO^.TH^O ................ ..... 0,5 mg
ZnSO^.TH^O ...................... 0,5 mg
CuSO^.5X^0 ................ ..... 0,5 mg
MnClg.4H20 ................ ..... 0,02 mg
NaMoO^.2HgO ............... ..... 0,02 mg
T iamina . .................. .... 1 mg
Agua destilada . ................ 1 1
Los cambios en las fuentes de carbono y nitrôgeno, 
asî como en sus concentraciones, se detallarân en los distin 
tos experimentos. El medio se ajusta a pH 6,5, se reparte 
en matraces Erlenmeyer que se tapan con algodôn y se ester!- 
liza en autoclave a 120“C durante 15 minutes.
Como inôculo se emplea una gota de una suspensiôn 
de conidios de B. cinerea.
Para los estudios fisiolôgicos se utilizan matraces 
de 250 ml con 25 ml de medio que se incuban estâticamente a 
25“C- 1. Las muestras se toman por duplicado a distintos 
tiempos de incubaciôn.
Para la formaciôn de polisacârido se utilizan matra­
ces de 2 1 con 1 1 de medio basai, se incuban a 25”C y a 
100 r.p.m. en un incubador orbital Gallenkamp IH-465.
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III.- AI5LAMIENT0 DEL POLISACARIDO EXTRACELULAR
Los lîquidos de cultivo se separan del micelio fil- 
trando a través de una tela de algodôn. En una pequefia par­
te de estos lîquidos metabôlicos se mide el pH y se déter­
mina glucosa residual. Al resto se afiade 1 vol de metanol o 
etanol y el polisacârido se sépara como un precipitado £i- 
broso y cohesivo que se rocege con una espâtula. Este mate­
rial se lava dos veces con alcohol y se deseca a 60"C hasta 
peso constante.
IV.- AISLAMIENTO DEL POLISACARIDO PROCEDENTE DE ESCLEROCIOS
Los esclerocios formados en el medio basai enriqueci- 
dos con 1 % de glucosa se recogen a los 15 dîas de inocular 
las plaças, se desecan y se extraen sucesivamente con agua 
a temperatura ambiente, agua a 100®C y NaOH 1M a 60®C para 
estudiar la composiciôn del polisacârido procédante de los 
mismos.
Fracciôn 1 (agua a temperatura ambiente). Los escle­
rocios desecados (3 g) se machacan en un mortero que contie­
ne un poco de agua destilada, durante el proceso3e afiade 
mâs agua hasta conseguir un volumen de 200 ml y la suspen­
siôn se centrifuga. El lîquido sobrenadante se mezcla con un 
volumen de metanol o etanol y se recoge el precipitado. El 
sedimento se lleva de nuevo al mortero y se repite el pro- 
ceso anterior hasta que no se forme mâs precipitado al afia- 
dir metanol. Los precipitados se juntan y se lavan con al­
cohol del 50%.
Fracciôn 2 (agua a 100“C) El residue procedente de 
la fracciôn 1 se lleva al mortero y se extrae con 200 ml de 
agua caliente. La suspensiôn se mantiene a 100°C durante 10 
minutes. Despuês se centrifuga, el sobrenadante se trata con
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un volumen de metanol y se recoge el precipitado formado. El 
proceso se repite hasta que no se obtiene mâs precipitado. 
Los precipitados de estas extracciones se lavan con alcohol 
del 50%.
Fracciôn 3 (NaOH 1M) El residue procedente de la ex- 
tracciôn con agua caliente se lleva al mortero y se supen- 
de en 200 ml de NaOH 1M, la suspensiôn se mantiene a 60°C 
durante 15 minutes. El sobrenadante se trata con 1 vol de 
metanol y se continua la extracciôn hasta que no haya mâs 
formaciôn de precipitado. Los precipitados se lavan con al­
cohol del 50% hasta que el sobrenadante no de reacciôn alca- 
lina.
Fracciôn 4 Esta fracciôn comprende el residue insolu­
ble de las extracciones anteriores. El residue se lava con 
agua hasta que quede libre de âlcali, a continuaciÔn con 
alcohol absolute y por ûltimo con acetona.
V.- ANALIS15 QUIMICO
1.- Determinaciôn de carbohidratos totales.- Se ha uti­
lizado el mêtodo de la antrona (Loewus, 1952). La reacciôn 
se funda en que el âcido sulfûrico concentrado hidroliza en 
caliente los carbohidratos, présentes en la muestra, pro­
duc iendo ademâs deshidrataciôn intramolecular de los monosa- 
câridos formados. Las pentosas dan lugar a furfural y las he 
xosas a 5-hidroxi-metil-2-furfural, que reaccionan con los 
grupos fenôlicos de la antrona para dar lugar a complejos 
coloreados cuya intensidad de color es proporcional a la 
cantidad de carbohidratos del problema.
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Reactivo:
Soluciôn de antrona (9,1O-dihidro-9-oxo-antraceno) 
0,2% en HgSO^ concentrado (p/v); el H^SO^ concentrado se afia 
de agitando y enfriando en bafio de hielo. La soluciôn se 
prépara en el momento de ser utilizada porque no es asta­
ble.
Procedimiento;
La soluciôn problema, conteniendo de 20 a 200 /jg de 
carbohidratos, se compléta con agua destilada hasta 1,5 ml 
se le anaden 3 ml del reactivo en frîo y se agita. A con­
tinuaciÔn se introduce en agua hirviendo durante diez minu­
tes, se deja enfriar y se mide la absorbancia frente a un
blanco a 540 nm.
Para la curva patrôn se utiliza una soluciôn de glu­
cosa, o del azûcar que contiene el problema, a una concen­
traciôn de 200 ;ug/ml. 100 mg de una soluciôn de glucosa dan 
una lectura de 0,45.
2.- Determinaciôn de proteina total.- Se ha utilizado 
el mêtodo de Lowry y col. (1951). La reacciôn se basa en 
la oxidaciôn, catalizada por el cobre, de los aminoâcidos 
aromâticos y otros grupos présentes en la proteina, por un 
reactivo de tipo heteropolifosfato (reactivo fosfomolîbdico- 
fosfotûngstico).
Reactivos:
A) Carbonato sôdico al 10% en hidrôxido sôdico al 0,1%
B) Suifato de cobre al 0,5%
C) Tartrato sôdico-potâsico al 1 %
D) Mezcla de 50 ml de A+0,5 ml de B + 0,5 ml de C
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Se prépara en el momento de ser utilizado.
E) Reactivo de Folin-Ciocalteau en proporciôn 1:1 con agua 
destilada.
Procedimiento:
La muestra a analizar conteniendo de 20 a 100 /ig de 
proteina se compléta a 0,6 ml con agua destilada y se le 
anade 3 ml de reactivo D. Se deja reposar durante 10 minutes 
a temperatura ambiente, se agita y se le afiade 0,3 ml de 
reactivo E, se agita de nuevo y antes de hacer la lectura 
se deja 30 minutes en repose. La absorbancia se mide a 750 nm 
frente a un blanco en el que el problema ha sido sustituido 
por agua destilada.
La curva patrôn se hace con seroalbûmina bovina,
(200 p . g / n l ) a partir de la cual se toman distintas muestras 
comprendidas entre 0,1 y 0,5 ml, y se completan a 0,6 ml 
con agua destilada. La concentraciôn de proteinas se calcu­
la por comparaciôn del problema con la curva patrôn. 40 p g  
de la soluciôn patron dan una lectura de 0,14.
3.- Determinaciôn de ion fosfato.- Para la determinaciôn 
del ion fosfato se ha seguido el mêtodo de Lowry y Lôpez 
(1946). La reacciôn se basa en que el molibdato afiadido a la 
muestra reacciona con el fosfato de la misma formando fosfo- 
molibdato que al unirse con el âcido ascôrbico (sustancia 
reductora) da ôxidos de molibdeno de color azul, cuya den- 
sidad ôptica depende de la concentraciôn de fosfato présen­
te en la muestra. La reacciôn se hace en tampôn acetato a 
pH 4.
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Reactivos:
- Acido ascôrbico 0,1 g en 10 ml de agua destilada (pre
parar en el momento y mantener en bafto de hielo).
- Molibdato amônico 1 g en 100 ml de H^SO^ 0,05N.
- Tampôn acetato. Para preparar el tampôn acetato se 
afiade acetato sôdico 0,025N a una soluciôn de âcido acético 
0,1N hasta llevarla a pH 4.
Procedimiento:
A la muestra, que contiene de 10 a 100 ^ g de fosfato 
y que se compléta a 1 ml con agua destilada, se le afiaden 
4 ml de tampôn acetato, 0,5 ml de âcido ascôrbico y 0,5 ml 
de molibdato amônico. Se deja reposar durante 15 minutos y 
se lee la absorbancia a 700 nm frente a un blanco con agua.
La curva patrôn se hace con NaH2pO^.HgO 138 mg/100 ml 
(10 /jmoles/ml) diluyendo a 1/10 y tomando dis.tintas concen­
traciones comprendidas entre 0,1 y 0,9 /imoles. 0,30 yumoles 
de soluciôn patrôn dan una lectura de 0,235.
4.- Determinaciôn de aminoazûcares.- Los aminoazûcares 
se han determinado por el mêtodo, algo modificado, de Rondle 
y Morgan (1955). La reacciôn se basa en la formaciôn de un 
material cromogénico, cuando los derivados N-acetilados de 
los aminoazûcares se calientan en bafio a 100“C en soluciôn 
alcalina.
El cromôgeno produce un cromôforo o cromôforos al 
tratarlo en soluciôn âcida con P-dimetilaminobenzaldehido 
etanôlico. Las condiciones dé pH durante la condensaciôn 
con acetil-acetona, conducen a marcadas diferencias en la 
intensidad del color final. Por esta razôn es conveniente
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eliminar bien el HCl de los hidrolizados de polisacâridos 
antes de hacer una determinaciôn de aminoazûcares,
Reactivos:
- Reactivo de acetil-acetona. 1 ml de acetil acetona 
se disuelve en 50 ml de carbonato sôdico 0,5N. El reactivo 
se prépara antes de cada determinaciôn y es estable por 2 ô 
3 horas a 18"C.
- Reactivo de Ehrlich. 0,8 g de P-dimetilaminobenzal- 
dehido se disuelven en 30 ml de etanol y se le anaden 30 ml 
de HCl concentrado. La soluciôn deberâ ser de color amarillo 
pâlido y carecer de material insoluble. Se mantiene bien a 
temperatura ambiente en frasco topacio.
Procedimiento:
La muestra, conteniendo de 20 a 200 p g  de aminoazûcar 
se compléta a 1 ml con agua destilada y se le afiade 1 ml 
del reactivo de acetil-acetona. El contenido de los tubos se 
mezcla bien y la pared de cada tubo se lava con 1 ml de agua 
destilada.
Los tubos se cierran con ampollas o canicas, que ac­
tûan como tapones evitando pérdidas de acetil-acetona, y se 
calientan en bafio de agua hirviendo durante 20 minutos.
Se enfrîan a temperatura ambiente y se afiaden 2 ml 
de etanol, seguidos por 1 ml del reactivo de Ehrlich (volu­
men total 6 ml). El contenido del tubo se mezcla suavemente 
y se calienta 10 minutos en bafio a 65-70®C para acelerar 
la liberaciôn de CO2. El calentar por encima de 70®C conduce 
a una disminuciôn de la intensidad final del color. Despuês 
de enfriar a temperatura ambiente, el contenido de los tu-
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bos se mezcla nuevamente y se mide la absorbancia a 530 nm 
frente a un blanco con agua. La curva patrôn se hace con 
una soluciôn de aminoazûcar (1 mg/ml) tomando concentracio­
nes de 50 yug a 200 ;ug. 100 ^ ug de la soluciôn de glucosamina 
dan una lectura de 0,595.
Las intensidades de color guardan una relaciôn li­
neal con la cantidad de aminoazûcar présente entre 50 y 200 
jug. El mêtodo descrito sôlo es apropiado para la determina­
ciôn de aminoazûcares libres.
5.- Determinaciôn de azûcares reductores.- Los azûca- 
res reductores se han determinado por el mêtodo de Somogyi 
(1952) y Nelson (1944). Este mêtodo se basa en la reducciôn 
del reactivo de cobre, en medio alcalino, por los azûcares 
reductores, y en la determinaciôn del cobre reducido que 
da compuestos coloreados al reaccionar con reactivos de ar- 
senomolibdato. El color obtenido es proporcional a la con­
centraciôn de azûcares reductores présentés en el problema.
Reactivos:
a) Reactivo de Somogyi
- 24 g de Na^COg anhidro + 12 g de tartrato sôdico po­
tâsico (sal de Rochelles) se disuelven en 250 ml de agua 
destilada.
- 4 g de CuSO^.5H2O se disuelven en 40 ml de agua. A 
esta soluciôn se le afiade la anterior agitando.
- Sobre la mezcla se agrega lentamente 16 g de NaHCOj
- 180 g de Na^SO^ anhidro se disuelven en 500 ml de 
agua caliente y se hierve para eliminar el aire. Una vez 
frîo, se mezclan las distintas soluciones a 30°C en la oscu­
ridad. Al cabo de este tiempo se filtra y se guarda en fras­
co color topacio.
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B) Reactivo de Nelson
- 25 g de molibdato amônico se disuelven en 450 ml de 
agua y se le afiaden 21 ml de H^SO^ concentrado.
- 3 g de arseniato disôdico (NagHAsO^. se disuel­
ven en 25 ml de agua.
Ambas soluciones se mezclan agitando. La mezcla se 
mantiene durante 48 horas a 37“C y a oscuras. Se guarda en 
frasco color topacio.
Procedimiento:
A la muestra que contiene de 10 a 80 ^ g de azûcar 
reductor y que se compléta a 0,4 ml con agua destilada se 
le afiade 0,4 ml del reactivo de Somogyi. Se mete en bafio de 
agua hirviendo durante 15 minutos, se enfrîa y se le afiade 
0,4 ml del reactivo de Nelson. Se enrasa a 6 ml con agua y 
se agita bien. La absorbancia se lee a 540 nm (El Zn in- 
terfiere en la determinaciôn).
La curva patrôn se hace con una soluciôn de glucosa 
ImM (18 mg/100 ml), tomando distintas cantidades comprendi­
das entre 0,1 y 0,4 ml. 36 ug de glucosa dan una lectura de 
0,36.
6.- Determinaciôn de âcidos hexurônicos.- Para la deter­
minaciôn de âcidos hexurônicos se ha empleado el método 
de Dische (1947). Este método se basa en dos reacciones:
1) la descomposiciôn del âcido hexurônico, présente en 
la muestra, por el H2S0  ^ concentrado formando productos in- 
termedios (âcido 5-formilfurôico principalmente), y 2) la 
reacciôn coloreada de estos productos intermedios, que aûn 
conservan el carbono carbonîlico, con carbazol.
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Reactivos:
- H2S0  ^concentrado
- Soluciôn alcohôlica al 0,1% de carbazol 
Procedimiento:
A 1 ml de la soluciôn problema que contiene de 5 a 
100/ig de âcido urônico se le afiaden, sobre bafio de hielo,
6 ml de H2S0  ^concentrado. La mezcla se calienta durante 
20 minutos en bafio de agua hirviendo, .se enfrîa a tempera­
tura ambiente y se le afiade, agitando, 0,2 ml de una solu­
ciôn alcohôlica al 0,1% de carbazol puro. Despuês de unos 
minutos aparece un color rosa, cuya intensidad aumenta en 
las 2 primeras horas, y permanece inviarable durante una ho­
ra mâs. Al cabo de este tiempo el color disminuye lentamente 
y pierde 1/3 de su intensidad en 24 horas.
Se lee la absorbancia a 530 nm. Se utilizan contrôles 
de âcido galacturônico. 100 yug dan una lectura de 0,46.
La absorbancia debida a la reacciôn de los azûcares 
verdaderos con el carbazol puede ser fâcilmente deducida, 
cuando se conocen la naturaleza del azûcar y su concentra­
ciôn aproximada, usando una soluciôn patrôn de azûcar en ca­
da determinaciôn.
7.- Determinaciôn de lîpidos.- Los lîpidos se han deter­
minado siguiendo el mêtodo empleado por Bartnicki-Garcîa 
y Nickerson (1962).
a) Lîpidos libres: 100 mg de la muestra a analizar se 
agitan junto con 50 ml de una soluciôn formada por etanol 
al 95% y éter etîlico (v/v) durante 24 horas a 30®C. La fase 
solvente, que contiene los lîpidos, se sépara filtrando a 
través del papel. Se hacen très extracciones y a continuaciÔn
31
el residuo se trata dos veces con cloroformo. Se juntan to- 
dos los extractos y se desecan al vacîo. De este material 
se extraen los lîpidos con éter, se desecan con NagSO^ an­
hidro y se évapora el éter. El residuo se deseca a vacîo 
a 45-50® y se pesa. Esta fracciôn constituye los lîpidos li­
bres.
b) Lîpidos ligados: Estos lîpidos se liberan al atacar el 
residuo de la extracciôn anterior con una soluciôn de etanol 
âcido y éter (1 ml de HCl 12N se diluye a 100 ml con 95% de 
etanol-éter etîlico (v/v)). La digestiôn se lleva a cabo du­
rante 5 h a 50®, a continuaciÔn se extrae dos veces con una 
soluciôn de etanol al 95% y éter etîlico (v/v) y una con clo­
roformo; cada extracciôn dura 24 h. Se juntan los extractos 
y se tratan como en el caso de los lîpidos libres.
8.- Extracciôn de carbohidratos solubles en alcohol.- Los 
azûcares solubles en alcohol se extraen tratando una masa 
de esclerocios pulverizados con etanol al 80% bajo reflujo 
durante 30 minutos. Los extractos se desecan y el residuo 
se extrae con 2 ml de piridina a 60®, la extracciôn se repite 
cuatro veces para separar los azûcares de otras sustancias.
Se juntan los extractos, se desecan y pesan. Los azûcares 
solubles en alcohol se identifican por cromatografîa en pa­
pel usando como solvente acetato de etilo: âcido acético: 
âcido fôrmico: agua (18:3:1:4). El tiempo de eluciôn es 
de 16 h. y las manchas se revel an con nitrato de plata. Es­
tos azûcares tambiên se identifican por cromatografîa de 
gases una vez acetilados. Para acetilarlos se tratan con 1 ml 
de una mezcla de piridina y anhidrido acético (1:1).
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VI ANALISIS ESTRUCTURAL
1.- Hidrdlisis qulmica.- Los polisacâridos se hidrolizan 
con âcido clorhîdrico de distintas concentraciones y duran­
te distintos tiemposa 105“C. En los tubos de hidrôlisis se 
hace el vacio con bomba de agua (-60 cm) para evitar que
se oxiden los productos résultantes. El exceso de âcido se 
élimina lavando los hidrolizados con 1 ml de agua destila­
da 2 6 3 veces y calentando a 40-50°C en desecador con va­
cîo sobre pentôxido de fôsfor.o y lentejas de sosa. Los hi­
drolizados, una vez neutralizados, se resuspenden en agua 
destilada, de modo que la concentraciôn final sea en todos 
los casos de 10 mg/ml del producto inicial.
2.- Cromatografîa en papel.- El método de separaciôn
de azûcares por cromatografîa en papel es muy antiguo y bien 
fundado. La mayorîa de las veces se utiliza la cromatogra- 
fla descendante. Las manchas separadas se pueden detectar 
por una amplia variedad de métodos. En general, cantidades 
menores a 5 ;ug no se detectan. Los hidrolizados de polisa­
cârido disueltos en agua (10 mg/ml), se aplican sobre el pa­
pel de cromatografîa mediante micropipetas. Las cantidades 
empleadas es tan comprendidas entre 50 y 100 yil. Como control 
se han utilizado 40 ^ 1 de distintas soluciones de azûcares y 
aminoazûcares (1 mg/ml).
El papel de cromatografîa utilizado ha sido el 
Whatman n- 1. Para conseguir mejor separaciôn de los azûca­
res neutres el papel se ha tamponado con tampôn fosfato sôdi 
co-potâsico 0,066M, pH 5,5.
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Solventes:
1) Para azûcares: n-butanol-acetona-agua (4:5:1). Tiempo 
de eluciôn 48 h.
2) Para aminoazûcares: n-butanol-piridina-HCl 0,1 N 
(5:3:2). Tiempo de eluciôn 24-48 h.
Reactivos para revelado:
1) Ftalato de anilina. Se utiliza para la identificaciôn 
de azûcares neutres. Se disuelven 0,93 g de anilina y 1,66 
g de âcido ftâlico en 100 ml de n-butanol saturado de agua.
Se pulveriza el cromatograma y se calienta en estufa a 105®C 
durante 5 minutos. Los azûcares neutres dan mancha color ma- 
rrôn (Dawson y col., 1962),
2) p-dimetilaminobenzaldehido. Se utiliza para la identi- 
ficaciôn de aminoazûcares.
Se preparan 3 soluciones:
a) 0,5 ml de acetil-acetona en 50 ml de n-butanol
b) 5 ml de KOH al 50% en 20 ml de etanol
c) Reactivo de Ehrlich. A 1 g de p-dimetilaminobenzal­
dehido se afiaden 30 ml de etanol, 30 ml de HCl concentrado
y 180 ml de n-butanol. La soluciôn se agita bien y se guar­
da en frasco topacio a temperatura ambiente.
Se mezclan 10 ml de la soluciôn a) y 0,5 de la solu­
ciôn b) y se pulveriza el papel. A continuaciÔn se calienta
a 105°C, 5 minutos. Se pulveriza con el reactivo de Ehrlich 
y se calienta el papel a 90®C, 5 minutos.
Para la identificaciôn de N-acetilhexosaminas no es 
necesaria la condensaciôn previa con la acetilacetona.
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Las hexosaminas dan manchas de color rojo cereza y 
las N-acetilahexosaminas de color pûrpura (Dawson y col., 
1962).
3) Nitrato de plata amoniacal-NaOH (Hough y Jones, 1962). 
Se utiliza para identificar azûcares y aminoazûcares. A 0,5 
ml de una soluciôn acuosa saturada de nitrato de plata se 
le anade 100 ml de acetona; se forma un precipitado blanco 
que se disuelve por la adiciôn de agua destilada gota a go­
ta. El papel se sumerge en este reactivo y se deja secar 3 
a 4 minutos. A continuaciÔn los papeles se pulverizan con 
NaOH 0,5N en etanol acuoso, preparado diluyendo una soluciôn 
acuosa al 40% de NaOH con etanol. Los azûcares reductores 
forman râpidamente manchas marrones o nègras; muchos car­
bohidratos o derivados de carbohidratos pueden ser detecta- 
dos con este reactivo. Despuês de 5 ô 10 minutos el papel se 
sumerge en amonîaco con agua (proporciôn 1:3), se lava râ­
pidamente con agua corriente de 15 a 30 minutos y a conti­
nuaciÔn se seca.
Otra modalidad consiste en sustituir el amoniaco- 
agua por una soluciôn de tiosulfato sôdico al 5%. En este 
caso se seca directamente sin necesidad de lavar con agua.
3.- Cromatografîa de gases.- Para analizar por cromato­
graf îa de gases los azûcares, solubles en alcohol, se ace­
til an tratândoles con 1 ml de una soluciôn de piridina: 
anhidrido acético (1:1). Se tapa el tubo y se mantienen 
durante 1 hora a 100®C. El contenido del tubo se évapora a 
sequedad en el rotavapor, se lava con agua dos veces y se 
disuelve en 1 ml de cloroformo quedando listo para inyectar 
en el cromatôgrafo de gases. Los acetatos de alditol se han 
analizado a 180° y 220°en un cromatôgrafo de gases Perkin- 
Elmer-F11 sobre columnas.
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Las asignaciones de los picos se hacen al coincidir 
el problema con los tiempos relatives de retenciôn de los 
contrôles a las dos temperaturas.
4.- Oxidaciôn de polisacârido con periodato sôdico.- 
Cuando los hidratos de carbono con 2 grupos hidroxilo con- 
tiguos y libres se tratan con âcido periôdico 6 con alguna 
de sus sales, la cadena carbonada se rompe entre los dos 
grupos hidroxilo, formando dos grupos aldehîdicos y consu- 
miendo una molécula de periodato.
R-CHOH-CHOH-R'----- >R-CHO + R ’-GHO + lOj
En el caso de los , p y y trioles ocurre una doble 
ruptura de la cadena carbonada formândose dos grupos alde­
hîdicos, una molécula de âcido fôrmico y dos moléculas de 
periodato.
2 I O 4
R-CHOH-CHOH-CHOH-R’----- > R-CHO + HCOOH + R’-CHO + 2I0j
Por tanto, un polisacârido con unidades terminales no 
reductoras o unidades no terminales con uniones -1— > 6, que 
tenga très grupos hidroxilo contiguos libres, necesitarâ 
dos moléculas de periodato para romperse y dar una molécu­
la de âcido fôrmico (Fig. 1).
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CHgOH
H X H
2IG4
CH^H
+HCOOH+2IO3
Fig. 1. Unidad terminal no reductora
Las unidades no terminales unidas por enlaces 1 — > 2 
Ô 1 — > 4 se rompen al tratarlas con una molécula de perioda­
te, no liberando âcido fôrmico (Fig. 2).
CHgOH
"-0_ CH '— O—  + 10:
Fig. 2. Unidad no terminal con uniôn en
3 7
Las uniones que no poseen grupos hidroxilo contiguos 
libres tales como las unidades no terminales unidas por en­
laces 1 —> 3 6 unidades con ramificaciones en los carbonos 
2 y 4 no son afectadas por el periodato.
Las unidades terminales reductoras unidas por enlaces 
1 —^ 2 6 1 — > 3 se rompen sin liberar âcido fôrmico, cuando 
se tratan con una molécula de periodato (Fig. 3)
iO H
OH . OH
10:
HC
OHHC
+ 10:
Fig.3. Unidad terminal reductora con uniôn en Cg
Las unidades terminales reductoras unidas por enlace 
I —  ^4, consumen 2 moléculas de periodato liberando una mo­
lécula de âcido fôrmico. (Fig. 4) .
CHjOH CHgOH
-0 .. .. J — -- 0.
-0-
CH+HIC00H + 2 I 0 ;  
Il 3
0
Fig. 4. Unidad terminal reductora con uniôn en
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Las unidades terminales reductoras unidas por enlace 
1 — :> 6 consumen 3 moléculas de periodato, produciendo 2 mo­
léculas de âcido fôrmico (Fig. 5).
CH
H O  ;
OH
3104
0
I
CH.
HC
II
0
A \
CH+2HCOOH+3IO;
II
0
Fig. 5. Unidad terminal reductora con uniôn en G,
El periodato oxida los aminoazûcares rompiendo los 
enlaces carbono-carbono y liberando una molécula de NHj
H-NCH-CHOH- -CHO + CHO + NHj
Segûn lo expuesto anteriormente, al oxidar un polisa- 
cârido la determinaciôn cuantitativa de los moles de perio­
dato consumidos, el âcido fôrmico liberado y la proporciôn 
de las unidades de azûcar no atacadas nos dan informaciôn 
sobre la naturaleza y proporciôn de los enlaces glicosidicos 
présentes en el polisacârido.
La oxidaciôn del polisacârido de B. cinerea y la deter 
minaciôn del periodato consumido se hizo segûn el método de 
Aspinall y Ferrier (1957).
Réactivés :
- soluciôn de periodato sôdico 0,05M
- soluciôn patrôn de glucosa 3,33 /imoles/ml
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Procedimiento:
100 ml de una suspension de polisacârido (1 mg/ml) 
se mezcla con 100 ml de la soluciôn 0,03M de periodato sôd^ 
co (la soluciôn queda 0,015M) y se mantiene en la oscuridad 
a temperatura ambiente.
Periôdicamente se toman 20 ^ 1 de cada uno de los pro- 
blemas y de la soluciôn control de glucosa, se diluyen 250 
veces y se lee a 223 nm frente a un blanco de periodato sô­
dico.
a) Valoraciôn del âcido fôrmico con periodato sôdico, en 
la mezcla de oxidaciôn (Hay y col., 1965).- El âcido fôrmi­
co, producido en la oxidaciôn del polisacârido con perioda­
to sôdico, se détermina por titulaciôn directa con NaOH 
0,01M. Antes de la valoraciôn, se destruye el exceso de pe- 
riodato aftadiendo 1 ml de etilenglicol a 10 ml de la mezcla 
de oxidaciôn del polisacârido y a un blanco de reactivo. Se 
deja en reposo 1 hora.
Para la valoraciôn del âcido fôrmico se utiliza NaOH • 
0,01M (previamente titulado con ftalato âcido de potasio, 
indicador fenolftaleina) usando como indicador rojo de meti- 
lo. La diferencia de acidez entre el blanco y la muestra 
représenta el âcido fôrmico liberado en la oxidaciôn del 
polisacârido.
b) Determinaciôn del formaldehido roediante periodato sôdico, 
en la mezcla de oxidaciôn (Kabat y Mayer, 1961).- El exceso
de periodato se destruye por la adiciôn de arsenito. El 
formaldehido producido en la oxidaciôn del polisacârido se 
valora con âcido cromotrôpico (âcido 1,8-dihidroxi-naftalén- 
3,6^ disulfônico).
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Réactives ;
- Acido cromotrôpico. A 100 mg de âcido cromotrôpico se 
le anaden 25 ml de agua destilada y 30 ml de concentra- 
do. Se guarda en frasco color topacio. La soluciôn dura dos
6 très semanas.
- HCl 4N
- Arsenito 0,4M
Procedimiento:
A 50 /il de soluciôn de polisacârido que ha sido oxi- 
dada con periodato, se le anaden 10 /il de HCl 4N, y 40 j a l  
de arsenito 0,4M. Al anadir el arsenito se forma color ama- 
rillo por la liberaciôn de iodo. Se deja reposât 5 minutos. 
Se anade 1 ml del reactivo de âcido cromotrôpico, se agita 
y se meten los tubos en baho a 100°C durante 30 minutos. Al 
cabo de este tiempo se lee la absorbancia frente a un blan­
co con agua a 570 nm. Se pone también un blanco con perioda­
to. El color rosa-violeta formado es estable por mâs de 4 
horas.
Para la curva patrôn se prépara una soluciôn de for­
maldehido (25 /ig/ml) a partir de la cual se toman de 10 a 
30 /a l completando a 0,1 ml con 25 /il de periodato sôdico 
0,03 M, 5 /il de HCl 4N, 40 /il de arsenito 0,4M y agua desti­
lada. 0,50 /ig dieron una lectura de 0,164. La concentraciôn 
de formaldehido en el problema se calcula por comparaciôn 
con la curva patrôn.
5.- Reducciôn e hidrôlisis del polisacârido oxidàdo con 
periodato sôdico (degradaciôn de Smith).- Tiene por objeto 
convertir los dialdehidos, résultantes de la oxidaciôn con 
periodato, en alcoholes, por ser éstos mâs astables a la hi-
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drôlisis âcida. Se siguiô el método de Sietsma y Wessels (1977) . 
Reactivos:
- Tetrahidruroborato de sodio (NaBH^)
- Acido acético glacial
- HCl concentxado
Procedimiento:
La suspensiôn de polisacârido oxidado con periodato 
sôdico se dializa durante 24 horas, frente a agua destilada, 
para eliminar las sales inorgânicas.
A 100 ml de la soluciôn dializada, conteniendo el 
polisacârido oxidado, se le ahaden 75 mg de NaBH^ y se deja 
que tenga lugar la reducciôn durante 16 horas a,18°C (tempe 
ratura ambiente).
A continuaciôn se afiade âcido acético para naturalizar 
la soluciôn y se dializa de nuevo frente a agua destilada du­
rante 24 horas.
La soluciôn dializada se concentra a la mitad de su 
volumen en rotavapor, se aftade etanol (v/v), y el polisacâ­
rido precipitado es recogido por centrifugaciôn, lavado con 
etanol y acetona, y desecado en estufa a 70°C hasta peso 
constante.
El polisacârido, oxidado y reducido, se hidroliza con
HCl 2N y 4N (10 mg/ral), durante 2 horas en estufa a 105°C
habiendo hecho el vacîo en el tubo de hidrôlisis para evitar 
la oxidaciôn de los productos résultantes.
El HCl se élimina de los hidrolizados por evaporaciôn
en câmara desecadora a 40°C con vacîo, y se lavan con H2O has­
ta pH neutre.
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Para eliminar restos de sales, se hace extracciôn de 
azûcares y aminoazûcares del hidrolizado con piridina (0,5 ml), 
y cromatografîa en papel para identificar los productos ré­
sultantes de la hidrôlisis. Como control se utilizan sclu- 
ciones de: glucosa, manosa, galactosa, glucosamina (1 mg/ml) 
glicerol (4 mg/ml), y treitol (2 mg/ml), Como solvente se 
utiliza n-butano1-acetona-HgO (4:5:1); el tiempo de eluciôn 
es de 24 y 72 horas. Se revelan con nitrato de plata amonia- 
cal NaOH (Hough y Jones, 1962).
6.- Espectros infrarrojos.- Se obtienen por la têcnica 
del bromuro potâsico en un espetrofotômetro infrarrojo 
Perkin-Elmer 457. La presencia de sustituyentes en polisacâ- 
ridos, taies como grupos acetamido, carboxilo, y suifato. 
puede ser reconocida a partir de sus bandas de absorciôn 
caracterîsticas en el espectro infrarrojo. En muchos casos 
también puede ser determinada la cônfiguraciôn de los enla­
ces interglicosîdicos existantes en un polisacârido, por 
anâlisis del espectro infrarrojo (Brimacombe y Webber, 1964).
VII.- MICROSCOPIA ELECTRONICA
1.- FijaciÔn.- Se ha seguido el método de Kellenberger 
y col. (1958).
Solucicnes para fijaciôn:
a) Soluciôn tampôn acetato-veronal de Michaelis:
Acetato sôdico hidratado (SH^O) 1.94 g
Veronal sôdico 2.94 g
NaCl 3.4 g
H^O destilada hasta 100 ml
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b) Soluciôn tampôn de Kellenberger
Soluciôn tampôn veronal-acetato 5 ml
HCl 0,1N 7 ml
H2O destilada 13 ml
CaCl2 1M 0,25 ml
El pH se ajusta a 6,1 con HCl. Esta soluciôn tampôn 
se prépara el mismo dîa que se va a utilizer ya que se con­
tamina con mucha facilidad. Se emplea para preparar el £ija- 
dor y el lîquido de lavado.
c) Fijador de Kellenberger
Se disuelve 0,1 g de OsO^ en 100 ml de la soluciôn 
tampôn de Kellenberger. El pH no cambia.
d) Lîquido de lavado
Se disuelve 0,5 g de acetato de uranilo en 100 ml 
de la soluciôn tampôn de Kellenberger. El pH baja a 5. Este 
lîquido se mantiene varias semanas a 4®C.
e) Medio triptona
Se disuelven 9g de Bacto-triptona (Difco) y 0,5 g de 
NaCl en 100 ml de agua destilada.
Procedimiento:
Los esclerocios se cortan en pequefios fragmentes de 
aproximadamente 1 mm^, se ponen en tubos pequefios de vidrio 
y se tratan con el fijador de Kellenberger diluido a 1/10 
en el tampôn de Kellenberger, o con una soluciôn al 2% de 
glutaraldehido en dicho tampôn. Este tratamiento (prefija- 
ciôn), se realiza a 4°C durante dos horas. Pasado este tiem­
po se élimina el lîquido por decantaciôn y se lava el mate-
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rial varias veces con el tampôn. Para fijar el material se 
anade a los tubos, conteniendo el material prefijado, 1 ml 
de fijador de Kellenberger mâs 0,1 ml del medio de triptona 
dejândolos durante la noche a 4°C. Terminada la fijaciôn 
se lavan los fragmentes para eliminar el fijador.
2.- Deshidrataciôn para la inclusiôn en Araldita.-
E1 material una vez fijado se deshidrata segûn el 
siguiente esquema:
1 Alcohol o acetona 30%
2 " " 50%
3 " ” 70%
3' " " 70%
4 " " 90%
5 " " 100%
6 Alcohol + CuSO^
7 M + ,t
+ contraste
15 minutos
30
30
12 Ô mâs horas
30 minutos
30
30
30
* Contraste; Consiste en una soluciôn de acetato de uranilo 
(CHjC-COO)2UO2•2H2O) al 2% en acetona de 70%. Conviene ha- 
cer una segunda tinciôn sobre los certes.
3.- Inclusiôn.- Los esclerocios deshidratados se indu- 
yen en Araldita (CIBA, Basilea, Suiza), segûn el siguiente 
esquema:
Oxido de propileno +, Araldita I (3:1) 2 horas
Oxido de Propileno + Araldita I (2:2) 2 horas
Oxido de Propileno + Araldita I (1:3) 2 horas
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Araldita I a 50°C 2 horas
Araldita I a 50°C 1 noche
Araldita II a 50°C 1 hora
Araldita II a 50°C 30 minutos
Los bloques se cblocan finalmente en câpsulas de ge 
latina rellenas con Araldita II. La polimerizaciôn se hace 
a 60°C durante 12 a 48 horas. El material se secciona en 
un microtome.
4.- Tinciôn.- Para hacer la tinciôn se sigue el método 
de Reynolds (1963).
Soluciôn de Reynolds :
El citrate de plomo se prépara mezclando 1,33 g de 
nitrato de plomo, 1,76 g de citrate sôdico y 30 ml de agua 
destilada en un matraz volume'trico de 50 ml. La suspensiôn 
résultante se agita fuertemente durante un minute y se déjà 
en reposo, agitando de vez en cuando para faciliter la conver 
siôn total del nitrato de plomo en citrate de plomo. Después 
de 30 minutos se afiade 8 ml de NaOH 1N, la suspensiôn se 
diluye hasta 50 ml con agua destilada y se mezcla bien. La 
soluciôn queda a pH 12. En case de que hubiera turbidez se 
centrifuge.
Esta soluciôn si se guarda en botellas de cristal o 
polietileno, puede durar seis meses. Es aconsejable centri­
fuger antes de usar cuando la soluciôn lleva cierto tiempo 
preparada.
Procedimiento:
Las rejillas con los cortes se tifien suspendiéndolas 
sobre gotas de la soluciôn de Reynolds. Un buen procedimien-
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to es colocarlas sobre una plaça Petri cuyo fondo ha sido 
recubierto por una cera, de esta manera se pueden tefiir 
treinta o cuarenta rejillas de una vez. El tiempo de tin­
ciôn y las concentraciones de la soluciôn dependoidel pro­
cedimiento utilizado en la fijaciôn e inclusiôn, generalmen 
te cuando se usa Araldita el tiempo es de 15 a 30 minutos. 
Despuês de la tinciôn, las rejillas se lavan con un chorro 
deNaOH 0,02N y de agua destilada utilizando frascos lavado- 
res de plâstico, a continuaciôn se las deja secar.
Los cortes se examinaron en un microscopic electrôn/ 
co Philips EM-300 ô en un Jeol JEM-100B.
46 b is  I
APARATOS UTILIZADOS
- Incubador orbital Gallenkamp IH-465
- pH-metro Crison mod. digit. 74
- Espectrofotôroetro visible-ultravioleta Perkin-Elmer 55B
- Espectrofotômetro infrarrojo Perkin-Elmer 457
- Centrifuga Sorvall SS-3, rotor GSA
- Balanza analitica Mettler H-35 AR
- Estufa Selecta mod. 200
- Omni-Mixer Ivan Sorvall Inc., Norwalk, Connecticut, U.S.A.
- Rotavapor Buchi R.
- Incubador estâtico Mazzli lONOS 102
- Aparato de Soxhlet
- Cromatôgrafo de gases Perkin-Elmer F-11
- Microtomo Reichert Austria MU2
- Microscopic electrônico Philips EM-300
- Microscopic electrônico Jeol JEM-1OOB
PRODUCTOS
Los productos utilizados en este trabajo proceden de las ca­
sas Merck y Riedel-de Haen AG, SeeIze-Hannover
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RESULTADOS
I. COMPOSICION QUIMICA Y ESTRUCTURAL DEL POLISACARIDO 
EXTRACELULAR DE BOTRYTIS CINEREA
1.- Polisacârido extracelular
El polisacârido utilizado para los estudios de compo- 
siciôn y estructura se prépara precipitando los caldos meta- 
bôlicos procédantes de cultives del microorganismo de 7 dîas, 
en las condiciones descritas en materiales y métodos. La pro 
ducciôn del polisacârido es aproximadamente de 1 g/l. Recién 
precipitado, antes de recogerlo, tiene aspecto mucoso trans­
parente, cuando se remueve con la espâtula se adhiere a es­
ta separândose asî del lîquido. El precipitado se lava con 
alcohol del SOI varias veces.para eliminar restos de azûcares 
y sales del medio de cultivo. Durante este proceso toma un 
tono grisâceo. Despuês de desecado a 80°C hasta peso cons­
tante se pulveriza. En este producto se han realizado los es 
tudios de composiciôn y estructura.
2.- Anâlisis quîmico
La composiciôn quîmica del polisacârido extracelular 
de B. cinerea se muestra en la Tabla I.
Para la determinaciôn de carbohidratos totales se ha 
seguido el método de la antrona (Loewus, 1952). Los azûca­
res se han identificado como glucosa (92-951) por cromato- 
grafîa en papel, una vez hidrolizado el polisacârido con 
HCl 3N durante 2 horas a 100°C (condiciones en las que se ob-
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tuvo el mâximo poder redactor del hidrolizado). Para el re- 
velado se ha utilizado ftalato de anilina (Dawson y col., 
1962) y nitrato de plata (Hough y Jones, 1962), indistinta- 
mente.
La determinaciôn de proteina total (4-5%) se ha lle- 
vado a cabo segûn el método de Lowry y col. (1951) afiadien- 
do a 10 mg de polisacârido 1 ml de NaOH IN y dejândolo ac- 
tuar durante toda la noche a temperatura ambiente para ex- 
traer totalmente la proteina. De esta soluciôn se tomaron 
partes alîcuotas para hacer la determinaciôn.
El ion fosfato se ha determinado por el método de 
Lowry y Lôpez (1946) en el polisacârido hidrolizado con 
HCl 2N, 4N y 6N durante 2 horas a 100*C. El polisacârido de 
Botrytis cinerea no contiene ion fosfato.
Los aminoazûcares se han determinado por el método 
de Rondle y Morgan (1955) en el polisacârido hidrolizado 
^on HCl 2N, 4N y 6N durante 2 horas a 100°C. Por cromato- 
grafîa en papel se ha identificado la galactosamina (3-4%) 
como ûnico aminoazûcar. Para el revelado se ha utilizado 
p-dimetilbenzaldehido. (Dawson y col., 1962).
Para la determinaciôn de âcidos urônicos se sigue el 
método de Dische (1947). El polisacârido en estudio no 
contiene âcidosurônicos.
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TABLA I. Composiciôn (%) del polisacârido extracelular 
de B. cinerea.
Carbohidratos totales 92-95
Galactosamina 3-4
Proteina 4-5
Ion fosfato negativo
Ac. urônicos negativo
3.- Anâlisis estructural
a) Oxidaciôn con periodato sôdico del polisacârido. 
Valoraciôn del âcido fôrmico en la mezcla de oxidaciôn. 
Degradaciôn de Smith. Identificaciôn de los productos 
résultantes por cromatografla en papel.
Una suspensiôn del polisacârido (2 mg/ml) se trata 
con 1 volumen de periodato sôdico hasta que las lectures de 
la densidad ôptica se mantienen constantes, en este caso a 
las 144 horas. El consume de periodato es de 0,57 moles 
(Tabla II) con formaciôn de 0,23 moles de âcido fôrmico por 
mol de residuo de glucosa.
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TABLA II. Periodato consumido/;umoles de residuo de hexosa 
durante la oxidaciôn con periodato sôdico del 
polisacârido extracelular de B. cinerea.
T° Incubaciôn Glucosa Polisacârido
(dîas)
1 4,33 0,38
2 4,50 0,42
5 5,07 0,46
6 5,00 0,57
7 5,00 0,57
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Conociendo los moles de periodato consumidos y el 
âcido fôrmico producido se puede calculer el porcentaje de 
enlaces 1 — >• 6, 1 — » 4 y 1 — > 3 del polisacârido segûn el
siguiente esquema (Jeanes, 1965);
Enlaces (%) 1 — ^6 = n- moles âcido fôrmico x 100
" " 1 — » 4 = n- moles periodato x 100 (2 x n-
de moles âcido fôrmico x 100) 
" 1 — » 3 = 100 -% enlaces (1 4 + 1 ^  6)
En la Tabla III se indica el porcentaje de los distin 
tos enlaces hallados en el polisacârido extracelular de 
B. cinerea.
TABLA III Porcentaje de enlaces en el polisacârido extra- 
celular de B. cinerea.
Tipo de enlace (%)
1 - ^ 6  23
1 —> 4 11
1 — ^ 3 66
Los productos résultantes de la degradaciôn de Smith 
del polisacârido oxidado con periodato, se han identificado 
por cromatografîa en papel como glucosa, galactosamina y 
trazas de glicerina utilizando para el revelado nitrato de 
plata amoniacal (Hough y Jones, 1962).
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b) Espectroscopia infrarroja del polisacârido.
En el espectro infrarrojo (Fig. 6) del polisacârido 
extracelular de B. cinerea las bandas de absorciôn a 890 cm'^ 
indican la presencia de enlaces glicosidicos con configura­
ciôn p  entre los residuos de hexosa (Barker y col., 1956).
La ausencia de bandas de absorciôn a 1560 y 1650 cm  ^ carac 
teristicas de los grupos -CO-NH de proteinas y de los grupos 
N-acetilo de la quitina confirma que estas sustancias no exi£ 
ten o se encuentran en concentraciôn muy baja.
II.- FISIOLOGIA DE LA PRODUCCION DEL POLISACARIDO EXTRACELULAR
1.- Efecto de la fuente de carbono
Los experimentos se han realizado en matraces Erlenme- 
yer de 250 ml conteniendo 25 ml de medio de cultivo. Los cul- 
tivos se inoculan con 1 gota de suspensiôn de esporas y se
4.ncuban estâticamente a 25®C.
a) Efecto de la concentraciôn de glucosa. Para estudiar 
el efecto de la concentraciôn de glucosa en la producciôn 
de polisacârido se ha utilizado el medio base con L-aspara- 
gina (4 g/l) como fuente de nitrôgeno. Las concentraciones 
de glucosa ensayadas han sido 5, 10, 15, 20, 25 y 30 g/l 
respectivamente. La producciôn de polisacârido aumenta cuando 
aumenta la concentraciôn de glucosa hasta 20 g/l. Con 25 y 
30 g/l la producciôn de polisacârido es igual a la obtenida 
con 20 g/l. La figura 7 muestra el polisacârido producido 
con las distintas concentraciones de glucosa a los 5, 10 y 
15 dîas de cultivo.
/im
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Fig. 6 Espectro infrarrojo del polisacârido extracelular 
de B. cinerea.
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b) Efecto de las distintas fuentes de carbono. Para in­
vest igar el efecto de los diferentes azûcares en la produc­
ciôn de polisacârido, la glucosa se ha reemplazado en el 
medio base por 20 g/l de distintos azûcares: L-arabinosa, 
D-fructosa, D-galactosa, D-manosa, maltosa y lactosa. Como 
fuente de nitrôgeno se han empleado extracto de levadura 
(4 g/l). Los cultivos se han recogido a los 10 y 15 dîas 
después de inoculados. Se ha producido polisacârido en to- 
dos los azûcares ensayados, la cantidad producida ha sido 
ligeramente mayor cuando se ha empleado glucosa o lactosa 
(Fig. 8).
2.- Efecto de la fuente de nitrôgeno
a) Efecto de la concentraciôn de la fuente de nitrôgeno.
El estudio del efecto de la concentraciôn de la fuente de 
nitrôgeno en la producciôn de polisacârido se realiza sus- 
tituyendo la fuente de nitrôgeno del medio base por diferen 
tes concentraciones de L-asparagina, Las concentraciones de 
asparagina utilizadas han sido 0,5, 1, 2, 4 y 6 g/l y las 
muestras se han tornado a los 5, 11 y 15 dîas de incubaciôn. 
La producciôn de polisacârido decrece a medida que aumenta 
la concentraciôn de asparagina (Fig. 9). El crecimiento del 
hongo, la formaciôn de polisacârido y la utilizaciôn de la 
glucosa, se muestrân en la Tabla IV. El crecimiento, forma­
ciôn de polisacârido y cambios en el pH y en la concentra­
ciôn de glucosa de un medio de cultivo que contiene 4 g/l de 
asparagina se muestran en la Fig. 10. La mâxima producciôn 
de micelio (740 mg/100 ml) se consigue a los 9 dîas de cre­
cimiento y la mâxima producciôn de polisacârido (22 mg/100 
ml) a los 11 dîas. La glucosa residual desaparece del medio 
a los 11 dîas y el pH desciende de 6,5 a 4 a los 4 dîas de
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Fig.ÎO. Crecimiento, cambios en el pH del medio, glu­
cosa residual y producciôn de polisacârido 
cuando B. cinerea crece en un medio que con­
tiene 4 g/l de asparagina.
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incubaciôn para volver a ascender a 6,8 a los 23 dxas. La 
formaciôn de polisacârido cesa cuando la glucosa desaparece 
del medio de cultivo, pero no se dégrada en dîas sucesivos, 
al contrario de lo que ocurre con el micelio que pierde el 
75% de su peso.
También se ha estudiado la concentraciôn de la fuente 
de nitrôgeno utilizando tartrato diamônico en lugar de as - 
paragina. Las concentraciones empleadas han sido 0,61, 1,22 
2,45, 4,9 y 7,35 g/l (4 g de asparagina aportan al medio el 
mismo N que 4,9 g de tartrato diamônico). En este caso, lo 
mismo que cuando se utiliza asparagina la producciôn de 
polisacârido decrece al aumentar la concentraciôn de tartra­
to diamônico. Las muestran han sido tomadas a los 5, 10 y 
15 dîas de incubaciôn (Fig. 11). El crecimiento del bongo, 
la formaciôn de polisacârido y la utilizaciôn de la gluco­
sa se muestran en la Tabla V.
Cuando se utiliza como fuente de nitrôgeno KNOj en la 
proporciôn de 5,39 ^ / 1 [équivalente en N- a 4 g/l de aspara­
gina) la mayor cantidad de micelio (572 mg/100 ml) corres­
ponde al 9- dia de incubaciôn, y la mayor producciôn de po­
lisacârido (24 mg/100 ml) al dîa 12. La glucosa residual de 
saparece del medio a los 15 dîas de empezado el experimento 
y el pH cambia de 4,32 a los 5 dîas de incubaciôn a 6,07 a 
los 22 dîas (Fig. 12).
Cuando el NO^K se usa en la proporciôn de 0,67 g/l 
équivalente a 0,5 g/l de asparagina la mâxima producciôn de 
micelio (704 mg/100 ml) corresponde a los 18 dîas y la mâxi­
ma producciôn de polisacârido (318 mg/100 ml) se obtiene a 
los 20 dîas. La glucosa residual desaparece a los 13 dîas de
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0.61 1.2 2.45 4.9 7.35
Concenlracion de tartrato diamônico g/l
F ig .  11. Producciôn de p o l is a c â r id o  con d i f e r e n t e s  concentra-
ciones de t a r t r a t o  d iamônico a los  5, 10 y 15 dîas
de in cu b ac iô n .
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Fig. 12. Crecimiento, cambios en el pH del medio, glucosa 
residual y producciôn de polisacârido cuando 
B. cinerea crece en un medio que contiene 5,39 g/l 
de KNOj.
64
incubaciôn, y el pH al final del experimento es de 3,22 
[Fig. 13).
b) Utilizaciôn de las fuentes de nitrôgeno.- Una vez 
que se ha comprobado que la concentraciôn ôptima de aspara­
gina para la producciôn de polisacârido extracelular es de 
0,5 g/l, se estudian distintas fuentes de nitrôgeno susti- 
tuyendo en el medio base que contiene 20 g/l de glucosa, 
los 0,5 g de asparagina por distintos aminoâcidos, en una 
concentraciôn tal que el nitrôgeno sea équivalente al corres- 
pondiente a 0,5 g de asparagina. Todos los medios tienen un 
pH inicial de 6,5.
Con L-leucina (0,87 g/l) como fuente de nitrôgeno 
la mayor cantidad de micelio (520 mg/100 ml) y de polisacâ­
rido (133 mg/100 ml) se obtienen a los 17 dîas de incubaciôn. 
La glucosa residual desaparece del caldo de cultive a los 
25 dias y el pH se mantiene casi constante a partir del 4® 
dîa de incubaciôn (Fig, 14).
Cuando se utiliza L-alanina (0,59 g/l) la mayor can­
tidad de micelio (524 mg/100 ml) se recoge a los 19 dîas de 
incubaciôn y la mayor cantidad de polisacârido (190 mg/100 ml) 
a los 27 dîas. La glucosa residual desaparece del caldo de 
cultive a los 27 dîas y el pH prâcticamente no varia desde 
la 1- recogida (5 dîas de incubaciôn) hasta el ûltimo dîa 
del experimento. (Fig. 15).
Cuando se emplea L-valina (0,78 g/l) como fuente de 
nitrôgeno, la mayor cantidad de micelio (550 mg/100 ml) y 
de polisacârido (240 mg/100 ml) corresponden a los 20 dîas 
de incubaciôn. La glucosa residual desaparece del caldo de 
cultive a los 13 dîas y el pH desciende hasta 3 durante el
65
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experimento (Fig. 16).
Cuando la fuente de nitrôgeno utilizada es (NH^)2S0  ^
(0,44 g/l) a los 22 dîas de incubaciôn se obtiene la mayor 
cantidad de micelio (464 mg/100 ml), y la mayor producciôn 
de polisacârido (246 mg/100 ml) corresponde a los 20 dîas.
La glucosa residual desaparece del medio a los 15 dîas, y 
el pH varia de 3,91 a los 4 dîas de incubaciôn a 2,45 al 
final del experimento (Fig. 17).
Con âcido L-aspârtico (7,1 g/l) équivalente a 4 g/l 
de asparagina, como fuente de nitrôgeno, la mayor cantidad 
de micelio (657 mg/100 ml) corresponde a los dîas 7- y 9  ^
de incubaciôn y la mayor producciôn de polisacârido (31,16 
mg/100 ml) al dîa 17. La glucosa residual desaparece del me­
dio a los 14 dîas y el pH oscila de 2,97 el primer dîa de in 
cubaciôn a 6,86 a los 26 dîas (Fig. 18). A partir del 8® dîa 
de incubaciôn parte del polisacârido tuvo que ser recogido 
por centrifugaciôn.
En la Tabla VI se resumen los grâficos anteriores. Las 
cifras de pH, dîas en incubaciôn y cantidad de micelio co­
rresponden al dîa de mayor producciôn de polisacârido con 
cada una de las fuentes de nitrôgeno probadas. Tambiên se han 
tenido en cuenta las distintas concentraciones ensayadas pa­
ra una misma fuente de nitrôgeno.
3.- Efecto de la tiamina.- El efecto de la tiamina se ha 
estudiado en el medio basai en el que la concentraciôn de la 
fuente de nitrôgeno es de 1 g/l de asparagina. Se prepararon 
dos lotes de matraces, uno con tiamina y otro s in ella. Los 
resultados fueron similares en ambos casos (Tabla VII).
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TABLA VII . Efecto de la tiamina en la producciôn de 
polisacârido
Dîas en Tiamina pH Micelio Polisacârido
incubaciôn (mg/100 ml) (mg/100 ml)
3,65 146 6,77
3,61 96 7,94
10
15
4,41 652 12,64
4,32 658 15,45
5,71 492 20,00
5,62 519 19,21
- sin tiamina 
+ con tiamina
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4.- Efecto de la relaciôn superficie/volumen en cultivos 
estâticos.- Se incubaron estâticamente matraces de 250 ml con 
25, 50 y 100 ml de medio respectivamente en medio base con 
1 g/l de asparagina comofuente de nitrôgeno. En la Tabla VIII 
puede verse el pH y producciôn de micelio y polisacârido en 
cada uno de los medios.
75
TABLA VIII . Efecto de la relaciôn superficie/volumen en
cultivos estâticos•
Dîas en Volumen pH Micelio Polisacârido
incubaciôn (mg/100 ml) (mg/100 ml)
5 25 3,61 96 7,94
5 50 4,60 45 4,78
5 100 4,50 33 3,55
10 25 4,34 658 15,45
10 50 3,18 403 8,13
10 100 4,47 378 6,81
15 25 5,62 519 19,20
15 50 4,33 552 17,46
15 100 3,95 818 11 ,90
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III.- COMPOSICION QUIMICA PE LOS ESCLEROCIOS
1.- Influencia de la luz en la formaciôn de esclerocios.-
Se inoculan dos lotes de plaças Petri de 10,5 cm de diâmetro 
con unas gotas de una suspensiôn de conidios. Un lote se in 
cuba en oscuridad y el otro junto a una ventana por la que 
no entre luz directa del sol. Se observa que se forman mâs 
esclerocios en las plaças incubadas en oscuridad (Fig. 19).
2.- Influencia de la temperatura en la formaciôn de esclerocios.- 
El medio de cultivo se reparte en porciones de 100 ml en 
frascos Roux de 1 litro de capacidad y se inoculan con 1 ml
de una suspensiôn de conidios. Se incuban en oscuridad a 18 
y 25°C respectivamente. Al cabo de 15 dîas de incubaciôn se 
ve que en las plaças inoculadas a 18®C los esclerocios son 
menos y mâs grandes de tamafto que en las plaças inoculadas 
a 25°C.
3.- Efecto de la fuente de carbono.-
Los experimentos se han realizado en plaças Pétri de 10,5 cm
de diâmetro conteniendo 40 ml de medio por plaça. Los cul­
tivos se han inoculado con una gota de una suspensiôn de 
esporas que se extiende sobre la superficie del agar.
a) Efecto de la concentraciôn de glucosa en la producciôn 
de esclerocios en un medio conteniendo extracto de judîas.-
Para estudiar el efecto de la concentraciôn de glucosa en la 
producciôn de esclerocios a un medio conteniendo extractos 
de judîas verdes se le afiaden distintas concentraciones de 
glucosa de modo que la concentraciôn final de la misma sea 
0, 1 y 2% respectivamente. Se incuba a 18®C en oscuridad, y
los esclerocios se recogen a los 16 dîas de incubaciôn. La
Fig. 19. Influencia de la luz en la formaciôn de esclero­
cios: a) plaça expuesta a la luz diurna, b) pla­
ça incubada en oscuridad.
7>
■ .  V-'.
Fig.19
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adiciôn del 1 % de glucosa al medio base incrementa aproxi- 
madamente en 8 veces el nûmero de esclerocios formados 
(Fig. 20). El peso seco de los esclerocios en el medio ba­
se es de (63 mg/placa) mientras que en el medio con glucosa 
es de (465 mg/placa). No se observan diferencias entre las 
plaças que contienen 1 6 2% de glucosa.
b) Efecto de la concentraciôn de glucosa en la formaciôn 
de esclerocios en un medio sintëtico.- Para estudiar el 
efecto de la concentraciôn de glucosa en la producciôn de 
esclerocios se ha utilizado el medio base con L-asparagina 
(1 g/l) como fuente de nitrôgeno. Las concentraciones de glu­
cosa ensayadas han sido 5, 10, 20 y 40 g/l. Se incuba a tem 
peratura ambiente, y los esclerocios se recogen a los 20 
dîas. El mayor nûmero de esclerocios y el mayor peso seco 
(585 mg/placa) se ha obtenido en el medio con 20 g/l de glu­
cosa (Tabla IX).
4.- Anâlisis quîmico
La composiciôn quîmica (%) de los esclerocios forma­
dos en el medio base mâs 1 % de glucosa se muestra en la Ta­
bla X.
Para la determinaciôn de carbohidratos totales se ha 
seguido el método de la antrona (Loewus, 1952). Se ha iden- 
tificado la glucosa (75%), como ûnico azûcar, por cromato- 
grafîa en papel, una vez hidrolizados los esclerocios.
La proteina total (10%) se ha determinado por tel mé­
todo de Lowry y col. (1951) después de tratar 10 mg de esclero 
cios pulverizados con 1 ml de NaOH durante toda la noche.
/.y //:
Fig. 20. Efecto de la concentraciôn de glucosa en la pro­
ducciôn de esclerocios: a) plaça a la que no se 
ha anadido glucosa, b) plaça a la que se ha afta 
dido T% de glucosa.
Fig. 20
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TABLA IX . Efecto de la concentraciôn de glucosa en la 
formaciôn de esclerocios en medio sintëtico
Conc. de glucosa N-de esclerocios/ Peso seco 
(g/l) plaça (mg/placa)
5 13 11,0
10 69 123,5
20 312 585,0
40 263 447,0
81
TABLA X . Composiciôn quîmica (%) de los esclerocios
Carbohidratos totales 75
Proteina 10
Glucosamina 5
Lipidos libres 0,08
Lîpidos ligados 0,13
Fracciôn soluble en alcohol 0,54
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Los aminoazûcares se han determinado por el mêtodo 
de Rondle y Morgan (1955) en el polisacârido hidrolizado 
con HCl 3N durante 2h a 100°C. Por cromatografîa en papel 
se ha identificado la glucosamina (51) como ûnico aminoazû- 
car.
La determinaciôn de lîpidos libres (0,081) y ligados 
(0,13%) se ha llevado a cabo siguiendo el mêtodo empleado por 
Bartnicki-Garcîa y Nickerson (1962), Para la determinaciôn 
de lîpidos se ha partido de 3,82 g de esclerocios pulveriza- 
dos y desecados en estufa. Los esclerocios llevaban crecien- 
do 30 dîas en plaças conteniendo medio judîa + 1 % glucosa.
Los lîpidos y la fracciôn soluble en alcohol compren- 
den menos del 1 % del esclerocio. En la fracciôn soluble en 
alcohol se ha encontrado manitol y trehalosa por cromatogra 
fîa en papel. El manitol tambiên se ha identificado por 
cromatografîa de gases.
5.- Composiciôn quîmica de las fracciones obtenidas de los 
esclerocios
Los esclerocios formados en el medio base mâs 1I de 
glucosa se recogen a los 15 dîas, se desecan y se extraen 
sucesivamente con agua a temperatura ambiente y a 100*C, 
y con alcali a 60®C para estudiar la naturaleza de sus com- 
ponentes.
La composiciôn quîmica de las distintas fracciones 
extraidas de los esclerocios se muestran en la Tabla XI.
El principal componente de las fracciones es un glucâno. El 
contenido total de glucosa asciende de 88% (fracciôn soluble 
en agua frîa) a 98% (fracciôn soluble en âlcali).
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El contenido de proteina es de 12,3% en la fracciôn 
1, de 2,3% en la fracciôn soluble en agua caliente, y no se 
détecta ni en la fracciôn 3 ni en la 4. El residuo insolu­
ble se compone del 86% de glucosa y del 12% de glucosamina.
6.- Anâlisis estructural
a) Oxidaciôn con periodato sôdico del polisacârido. 
Valoraciôn del âcido fôrmico en la mezcla de oxidaciôn. 
Degradaciôn de Smith. Identificaciôn de los productos résul­
tantes por cromatografia en papel.
Una suspensiôn del polisacârido (1 mg/ml) procédante 
de cada una de las fracciones obtenidas en los esclerocios 
se trata con 1 volumen igual de periodato sôdico hasta que 
las lecturas de la densidad ôptica se mantengan constantes, 
en este caso a las 144 horas. El consumo de periodato y la 
producciôn de âcido fôrmico por mol de residuo de glucosa 
se indica en la Tabla XII.
Conocidos los moles de periodato consumidos y el âci­
do fôrmico producido se calcula el porcentaje de enlaces 
1 — > 6, 1 — > 4 y 1 —> 3 de los polisacâridos segûn el esque- 
ma de Jeanes (1965). En la Tabla XIII se indica el porcenta­
je de los distintos enlaces hallados en las fracciones ob­
tenidas de los esclerocios de B. cinerea.
Los productos résultantes de la degradaciôn de Smith 
de los polisacâridos oxidados con periodato, una vez hidro- 
lizados con HCl 3N durante 2h a 100°C, se identifican por 
cromatografla en papel como glucosa y glicerol en todas las 
fracciones. En el residuo insoluble se détecta tambiên glu­
cosamina. Para el revelado de la cromatografîa se utiliza ni­
trate de plata amoniacal (Hough y Jones, 1962).
85
TABLA XII. Consumo de NalO^ y producciôn de âcido fôrmico
Çumoles/residuo hexosa) durante la oxidaciôn con 
periodato de las fracciones de los esclerocios
Polisacâridos yumoles 10^ ;umoles ac. fôrmico
Glucosa 
Fracciôn 1 
Fracciôn 2. 
Fracciôn 3 
Fracciôn 4
4,28 
0,36 
0,4 4 
0,50 
0,46
4 ,40 
0,19 
0,20 
0,14 
0,17
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TABLA XIII- Enlaces (%) de los polisacâridos de las fracciones 
de los esclerocios
Polisacârido 1 —> 6 1 —  ^4 1 — > ;
Fracciôn 1 19,4 0,0 80,6
Fracciôn 2 20,0 4,0 76,0
Fracciôn 3 14,4 21,4 64,2
Fracciôn 4 17,5 11,5 71,0
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b) Espectroscopla infrârroja de los esclerocios totales 
y de las distintas fracciones
Los espectros de los esclerocios pulverizados y de 
las distintas fracciones obtenidas a partir de ellos se 
muestran en la Fig. 21. La banda de absorciôn a 890 cm'\ 
caracterîstica de los p-glucanes, aparece en todas las frac­
ciones. Las bandas de absorciôn a 1650 y 1550 cm \  carac- 
terîsticas de proteinas, aparecen en los espectros de los es­
clerocios totales y de la fracciôn 1 y 2. El espectro de 
la fracciôn 3 muestra una pequefia banda de absorciôn a 1550 
cm  ^ de acuerdo con su bajo contenido en proteina. El resi­
duo insoluble o fracciôn 5, muestra a 1550 cm  ^ la banda de 
absorciôn asignada a los grupos amida y que en este caso de- 
be ser propia de la quitina, ya que no se encuentra protei­
na en esta fracciôn. Los resultados obtenidos por espectros­
copla infrarroja coinciden con los obtenidos por anâlisis 
quîmico.
7.- Polisacârido présente en las distintas fracciones obte­
nidas de esclerocios germinados.
Para estudiar las diferencias existantes en el con­
tenido de polisacârido en cada una de las fracciones de los 
esclerocios germinados se recolectan esclerocios crecidos 
durante 36 dîas en medio judîa + 1%de glucosa, parte se 
desecan a 45®C (contrôles) y parte se congé1an durante 2 
dîas y se depositan junto a un ventana segûn el procedimien- 
to descrito en materiales y métodos. A los 5 dîas se apre- 
cian trazas de germinaciôn en algunos esclerocios, 3 dîas 
después casi todos los esclerocios estân germinados aunque 
todavîa no es muy espesala masa de conidiôforos. Transcurri-
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C
4000 3500 3000 2500 200
Numéro de onda Ccm-b
Fig. 21. Espectros infrarrojos de les esclerocios y sus fraccio­
nes: T , esclerocio total; 1 y 2 material extraido con 
agua a 18°C; 3, material extraido con agua a 100°C; 4, 
material extraido con NaOH 1M a 60°C; y 5, residuo in­
soluble.
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dos 22 dîas (Fig. 22) los esclerocios germinados se desecan 
a 45°C en estufa de aire caliente, y tanto los germinados 
como los contrôles se extraen con alcohol del 80% a 80“C.
Con la fracciôn soluble en alcohol se hace cromatografîa 
en papel que nos révéla que la concentraciôn de manitol y 
trehalosa es unas 12 veces superior en los esclerocios ger­
minados que en los contrôles. Con el residuo se procédé a 
hacer una extracciôn fraccionada para ver la utilizaciôn del 
polisacârido y el posible enriquecimiento en quitina. Duran­
te las extracciones hay mucha pêrdida de material.
Fig. 22. Esclerocios germinados: a) a los 15 dîas de
germinaciôn (x 5); b) y c) detalle de esclero­
cios germinados mostrando la masa de conidiô­
foros ( X 40).
tjn
Fig. 22
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IV.- ULTRAESTRUCTURA DE LOS ESCLEROCIOS DE B. CINEREA EN 
ESTADO LATENTE Y GERMINADOS
1.- Diferenciaciôn y estructura de los esclerocios
Utilizamos las técnicas de microscopia electrônica 
para conocer la ultraestructura de los esclerocios, los 
cambios morfolôgicos durante el proceso de maduraciôn y 
germinaciôn y la localizaciôn de los polisacâridos. Para 
ello se recolectan los esclerocios en diferentes estadîos 
de su formaciôn y el micelio prôximo al esclerocio en dife­
rentes tiempos de crecimiento y se tratan para hacer cortes 
ultrafinos. Tambiên se tratan los esclerocios germinados.
Los primordios de los esclerocios aparecen a los 
6 dîas de incubaciôn como una pequena convexidad de una 
masa de hifas entrelazadas y no pigmentadas variables en 
tamafio y .aproximadamente de 1 mm de grosor. Si la masa de 
hifas es grande, se pueden formar varies primordios. En las 
secciones ùltrafinas, los primordios (Fig. 23a) y la masa 
de hifas que les rodea son semejantes en estructura y dis- 
posiciôn. Las hifas estân libres e incluidas en una matriz 
de polisacârido. En este estadîo no se ha observado la capa 
externa de células pseudomarenquîmatosas (corteza) que ro­
dea a los esclerocios maduros.
A los 11 dîas de incubaciôn los esclerocios son de 
color oscuro y se desprenden fâcilraente de la masa de hifas 
entrelzadas de los alrededores. La corteza estâ bien dife- 
renciada y comprende très capas de hifas (Fig. 24b). Su pro­
toplasma estâ lleno de orgânulos y de pequeftas vacuolas ro- 
deadas de membranas (Fig. 23b). En la mêdula no se aprecian
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cambios con relaciôn a las secciones de los primordios de 
6 dîas. Las hifas de la médula estân distribuidas libremen- 
te en una matriz de polisacâridos (Fig. 23c, d y 24a). El 
micelio prôximo al esclerocio aparece muy vacuolizado y en 
proceso de autôlisis (Fig. 25e).
A los 34 dîasy en los esclerocios, las células de la 
corteza y médula contienen grandes vacuolas (Figs. 24b y d). 
El micelio que los rodea estâ en un estado muy avanzado de 
autôlisis. En las secciones sôlo se ven restos de paredes 
y membranas (Fig. 24c).
Los esclerocios maduros varîan en forma y tamafio. 
Generalmente, el esclerocio parece como una copa invertida, 
de varies mm de diâmetro, y con una pared de un grosor apro- 
ximado de 1 mm. Un esclerocio estâ formado por una médula 
de hifas entrelazadas y recubiertas por una corteza negra 
compuesta de très capas de células. Las hifas de la médula 
tienen un diâmetro de 3,5 /im y la pared tiene un espesor de 
0,5 /im. Los espacios entre las hifas (alrededor de 3 ^ m) es­
tân rellenos por una matriz de polisacârido. Las células 
de la corteza tienen un diâmetro aproximado de 7 /im y la 
pared tiene:: un grosor de 0,3/um. Estân ordenadas en très 
capas, con las paredes celulares en contacte como un pseu- 
doparénquima.
2.- Esclerocios germinados
La germinaciôn de los esclerocios de B. cinerea es 
de tipo esporogenico. El material estudiado estaba en avan­
zado estado de germinaciôn. Las secciones de la regiôn mo­
dular muestran hifas germinativas rodeadas por los restos 
de células de la médula (Fig. 25a). El citoplasma de las hi-
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fas germinativas contiene mitocondrias, otros orgânulos y  
grandes vacuolas con contenido esferiodal denso (Fig. 25c). 
Las células de la corteza aparecen vacîas. Las hifas germi­
nativas rompen la corteza, saliendo en ramilletes en distin­
tos puntos y convintiéndose en conidiôforos (Fig. 25b y d).
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Fig. 23. Fotografîas al microscopio electrônico de secciones 
ultrafinas de esclerocios:
a) Corte longitudinal de la regiôn septal (S) de 
una hifa medular de un primordio de esclerocio 
(6 dîas), X 6400
b) Secciôn de una célula de la corteza (11 dîas).
La pared estâ en contacte con las hifas adyacentes. 
X 11600
c) Hifas de la regiôn medular, corte longitudinal 
y transversal (11 dîas). El citoplasma es rico en 
orgânulos. x 6400
d) Mêdula (11 dîas). Hifas (CM) incluidas en una 
matriz de Polisacârido (F). x 6400
e) Hifas rodeando al esclerocio (11 dîas). La dis­
pos iciôn es similar a las de la mêdula,pero las hi­
fas (CmD) estân en avanzado estado de degeneraciôn. 
CM = Célula medular; CmD = célula micelial dégénéra 
da; P = Polisacârido; S = Septo.
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Fig. 24 Fotografîas al microscopio electrônico de secciones 
ultrafinas de esclerocios:
a) Corte transversal de una hifa medular (11 dîas). 
La gruesa pared (Pa) estâ rodeada de fibrillas de 
polisacârido (P). x 20500.
b) Corteza (11 dîas) mostrando très capas de hifas 
(Co) y la médula adyacente (M). x 5400
c) Hifas rodeando al esclerocio (34 dîas), mostran­
do un avanzado estado de autôlisis (CmD). x 6400
d) Médula (34 dîas) grandes vacuolas (CM) y polisa­
cârido (P) rodeando a las hifas. x 6300.
Pa = Pared; P = polisacârido; Co = corteza;
M = médula; CM = célula medular; CmD = célula mi­
celial degenerada.
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Fig, 25. Fotografîas al microscopio electrônico de secciones 
ultrafinas de esclerocios germinados:
a) Regiôn medular de un esclerocio germinado mos­
trando el nuevo micelio (HG) rodeado por restos de 
células medulares (CMD). x 3600.
b) Corte longitudinal de una hifa germinativa fue- 
ra del esclerocio.x 9600,
c) Corte transversal oblicuo de una hifa germinati­
va dentro del esclerocio. x 14400.
d) Células de la corteza con vacuolas (V) e hifas 
germinativas (HG). x 5100.
CMD = célula medular degenerada; HG = hifa germina­
tiva; CCoD = célula de la corteza degenerada;
S = septo; V = vacuola
!(■
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DISCUSION
El polisacârido extracelular producido por la estirpe 
de Botrytis cinerea aislada en nuestro laboratorio es un p - 
glucano con 66% de enlaces (1 — > 3), 23% (1 — » 6) y 11%
(1 —> 4), contiene ademâs 3-4% de galactosamina y un 4-5% de 
proteina. El tipo de enlaces se ha estudiado por oxidaciôn 
con periodato encontrândose que el polisacârido consume 
0,57 moles de periodato con formaciôn de 0,23 moles de âci­
do fôrmico por mol de glucosa. El espectro infrarrojo es ca- 
racterîstico de un R -glucano (banda de absorciôn a 890 cm 
en el que predominan los enlaces (1 — > 3). Es muy parecido
al espectro del glucano de la avena que tambiên tiene algu­
nos enlaces (1 —  ^4) (Michell y Scurfield, 1970).
Otras estirpes de B. cinerea producen |3 -glucanos 
con enlaces (1 — > 3) y ramificaciones en (1 — > 6) (Dubordieu 
y col., 1978a; Dubordieu y col., 1978b; Montant y Thomas, 
1977, 1978). Un polisacârido, tôxico para las hojas de be­
gonia, fue aislado de los cultivos de B. cinerea por Kamoen 
y Jamart (1973b). Estos autores no estudiaron la estructu­
ra del polisacârido, pero encontraron en sus hidrolizados 
galactose, glucosa, manosa y ramnosa. El polisacârido estu­
diado por nosotros tiene cierto parecido en cuanto a com­
posiciôn y estructura al aislado por Dubordieu y col (1978a) 
y Montant y Thomas (1977, 1978) diferenciândose por contener 
enlaces (1 — > 4) y galactosamina. Dado que estos autores uti- 
lizan éstirpes aisladas de uvas, mientras que el estudiado 
por nosotros fue aislado de plaças expuestas al aire, des- 
conociéndose la planta a la que parasita, las diferencias 
pueden deberse a la distinta procedencia de las cepas o al
98
efecto de los medics de cultivo.
No se conoce bien la funciôh'de los polisacâridos 
extracelulares. Dubordieu y col (1978b) consideran que sir- 
ve de reserve hidrocarbonada ya que cuando se consume la fuen 
te de carbono el polisacârido desaparece del medio de culti­
vo. Tambiên han encontrado que utilizando el polisacârido co­
mo ûnica fuente de carbono el microorganismo crece. El poli­
sacârido encontrado por nosotros no desaparece del medio de 
cultivo, aûn en los muy viejos en los que la fuente de car­
bono se ha consumido con anterioridad y en los que la autôli­
sis del micelio ha alcanzado mâs del 50%. Esto puede consi- 
derarse como otra diferencia en la estructura del polisacâ­
rido o en la actividad enzimâtica del microorganismo. A la 
vista de ésto resultaria interesante estudiar la capacidad 
de producciôn de polisacârido de cepas de B. cinerea aisla­
das de diferentes plantas y analizar la composiciôn y es­
tructura de los mismos con el fin de si muestran diferen­
cias utilizarlas como caractères sistemâticos.
Glucanos con enlaces (1 — ^ 3) y (1 — > 6) han sido ais- 
lados de otros hongos. Kitahara y Takenchi (1959) obtuvie- 
ron el "sclerotan" de los esclerocios de Monilinia libertia- 
na Johnston y col. (1963) estudiaron un polisacârido simi­
lar producido por Sclerotium rolfsii y recientemente Santa- 
marîa y col. (1978) han aislado un glucano, relacionado con 
los anteriores, de los medios de cultivo de Monilinia fruc- 
tigena. Dado que todos estos hongos forman esclerocios pue­
de existir alguna relaciôn con su capacidad para producir 
glucanos.
B. cinerea crece y forma polisacârido extracelular 
en todos los medios sintéticos empleados con diferentes fuen- 
tes de carbono y nitrôgeno. La mâxima producciôn de polisa-
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cârido se obtiene con los azûcares glucosa y lactosa. Con 
glucosa (20 g/l) y asparagina (4 g/l) la producciôn de po­
lisacârido es de 33 mg/lOO ml de medio a los 10 dîas de 
incubaciôn.
Las mej ores fuentes de nitrôgeno son el nitrato po- 
tâsico (318 mg polisacârido/100 ml) y el sulfato amônico 
(246 mg polisacârido/100 ml), y las peores el tartrato dia- 
mônico y el âcido aspârtico. Estos resultados coinciden con 
los de otros autores que han estudiado el efecto del medio 
de cultivo en la producciôn de polisacârido.
La relaciôn C/N del medio de cultivo tiene un papel 
importante en la producciôn de polisacârido que aumenta 
cuando aumenta el valor de esta relaciôn y decrece cuando 
esta relaciôn disminuye. Utilizando 20 g/l de glucosa y di­
ferentes concentraciones de asparagina, nitrato potâsico o 
tartrato diamônico se observa una producciôn mâxima de po­
lisacârido cuando él nitrôgeno suministrado por estas sus- 
tancias es de 0,5, 0,67 y 0,61 g/l respectivamente. Resulta­
dos similares se obtienen cuando se raantiene fija la concen­
traciôn de nitrôgeno y se varîa la de carbono. Este efecto 
ha sido descrito en la producciôn de glucanos por otros 
hongos (Buck y col., 1968). Por el contrario una relaciôn 
C/N baja favorece la producciôn de polisacâridos compuestos 
principalmente por aminoazûcares (Leal y Rupérez, 1978).
B. cinerea produce esclerocios en un medio compuesto 
por un cocimiento de judîas verdes. La adiciôn de glucosa 
aumenta la formaciôn, siendo la concentraciôn ôptima de glu­
cosa 1 g por 100 ml de medio. Con esta concentraciôn se ha 
obtenido hasta 465 mg de esclerocios por plaça conteniendo 
40 ml de medio. En un medio sintético formado por asparagina
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1 g/l y diferentes concentraciones de glucosa tambiên se 
obtienen esclerocios, y el mejor rendimiento (585 mg/placa) 
se obtiene con una concentraciôn de glucosa de 20 g/l.
Estos resultados estân de acuerdo con los obtenidos por otros 
autores estudiando la formaciôn de esclerocios por diferen­
tes hongos (Peiris, 1947).
La importancia de los esclerocios en la supervivencia 
del microorganismo, en la que juega un papel primordial su 
composiciôn y estructura, es bien conocida (Coley-Smith 
y Cooke, 1971). Los esclerocios de B. cinerea desecados con­
tienen un 75% de carbohidratos, 10% de proteina, 5% de glu­
cosamina y un contenido muy bajo en lîpidos y material so­
luble en alcohol. Aunque existen algunos esclerocios ricos 
en lîpidos, como en el caso del Claviceps purpurea (Mitchell 
y Cooke, 1968), y en material soluble en alcohol (Le Tourneau, 
1966), en la mayorîa de ellos abundan los carbohidratos 
(Ergle, 1948).
La extracciôn de los esclerocios nos ha permitido ob- 
tener cuatro fracciones formadas casi en su totalidad por 
R -glucano (Tabla XI ). La primera fracciôn, material so 
lubie en agua a 18°C, représenta el 34% y contiene un 88% 
de glucosa y 12% de proteina. La segunda fracciôn, soluble 
en agua a 100*C, représenta el 14% y contiene 96% de glu­
cosa y 2,3% de proteina. La tercera fracciôn, soluble en 
NaOH 1M, représenta el 8% y contiene 98% de glucosa. La cuar- 
ta fracciôn es el material insoluble (26%) y parece ser un 
complejo de glucano-quitina formado por un 85% de glucosa 
y 12% de glucosamina. Este complejo es frecuente en las pare 
des de los hongos (Sietsma y Wessels, 1979).
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Los resultados de los anâlisis quîmicos de estas frac 
ciones concuerdan con los espectros infrarrojos donde puede 
apreciarse la semejanza de dichos espectros en la regiôn 
comprendida entre 1400 y 800 cm  ^ en la que aparecen las 
bandas de absorciôn mâs caracteristicas de los carbohidratos. 
La banda a 890 cm  ^ y la ausencia de banda de absorciôn a 
850 cm'^ las caracteriza como polisacâridos con configura- 
ciôn p (Brimacombe y Webber, 1964). Las bandas de absorciôn 
a 1550 cm  ^ corresponden al grupo -CO-NH- que aparece en 
las proteinas y en los N-acetil-amino azûcares. En las frac 
ciones 1 y 2 se deben a las proteinas y en la 4 a la quitina. 
Las proteinas que aparecen en las primeras fracciones pueden 
ser contaminantes o formar parte del polisacârido.
Tanto la composiciôn como los espectros infrarrojos 
de las fracciones extraidas de los esclerocios son muy pa- 
recidos a los del polisacârido extracelular. Sin embargo, 
las diferencias en solubilidad indican diferencias en el 
tipo de enlaces. Los tipos de enlaces determinados mediante 
oxidaciôn con periodato sôdico revelan ciertas diferencias 
entre las fracciones y con el polisacârido extracelular. 
Mediante este mêtodo no es posible determinar las ramifi- 
caciones, pudiêndose dar como enlaces (1 — > 3) los (1 — >6) 
o los (1 —> 4) cuando en los grupos -OH libres de los monô- 
meros que participan en estos enlaces se une otro azûcar.
Sôlo mediante el anâlisis de los productos de la metilaciôn 
de estos polisacâridos podrâ conocerse su estructura. Las 
fracciones solubles en agua podrian ser parecidas al poli­
sacârido extracelular producido por el hongo en medios li­
quides y formar, en los esclerocios, la matriz que rodea las
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hifas (Fig. 23d y 24d). Mientras que el polisacârido solu­
ble en âlcali y el residue insoluble formarlan las paredes 
de las hifas del esclerocio.
Los intentes para demostrar la utilizaciôn de algunas 
de estas fracciones durante la germinaciôn ban side infructuo- 
sos. debido al escaso material utilizado, al diferente gra­
de de germinaciôn de les esclerocios y a las pérdidas de 
material durante el largo proceso de extracciôn. Sin des- 
cartar la posibilidad de que algunos de estos polisacâridos 
sean utilizados como material de réserva, creemos que su 
funciôn principal es la de protecciôn de las hifas, espe - 
cialmente contra la desecaciôn. En este sentido también jue- 
ga un importante papel la envoltura externa (Fig. 24b) for- 
mada por très capas de cêlulas pseudoparenquimatosas cuyas 
paredes oscuras contienen melanina que protegerîan al es­
clerocio del ataque enzimStico por otros hongos (Kuo y 
Alexander, 1967; Bull, 1970a).
Uno de los aspectos mâs importantes en la biologîa 
de B. cinerea es la germinaciôn de los esclerocios por su 
trascendencia en la supervivencia del hongo en el suelo y 
la infecciôn de la planta huêsped en subsiguientes cultives.
No existen estudios sobre el tiempo durante el cual los 
esclerocios de B. cinerea pueden mantener la capacidad de 
germinar. Coley-Smith y Cooke (1971) recopilaron de la lite­
rature los tiempos a los que se han obtenido germinaciôn de 
esclerocios de diverses hongos. Los esclerocios de B. convo­
lute germinan en un 70% al afto de recolectados y los de 
B. tulipae en un 52% a un 100% a los quince meses. En muchos 
casos la capacidad germinativa de los esclerocios perdura 
mucho mâs tiempo, sobresaliendo los del Vertillium dahliae 
var albo-atrum que germinaron después de trece afios. En el
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trabajo objeto de este tesis no nos proponiamos estudiar la 
capacidad germinativa de los esclerocios en funciôn del tiem­
po , sino hacerlos germinar para estudiar los cambios que 
sufren durante este proceso en composiciôn y ultraestructu- 
ralmente. Se han obtenido altos porcentajes de germinaciôn 
de esclerocios de hasta très meses.
Las condiciones que favorecen la germinaciôn de los 
esclerocios interrumpiendo (èl période de reposo, en général, 
no han sido bien estudiâdas. Una discusiôn sobre estos as­
pectos aparece en la revisiôn de Coley-Smith y Cooke (1971). 
Hemos conseguido altos porcentajes de germinaciôn de escle­
rocios de B. cinerea sometiéndolos después de recolectados 
a -11®C y manteniéndolos posteriormente en câmara hûmeda, 
prôximos a una ventana a temperature ambiente. La germina­
ciôn es del tipo esporogénico (Butler y Jones, 1949). A 
los 8 6 10 dîas de interrumpir el période de reposo empie- 
zan a aparecer hifas que unos pocos dîas después se convier- 
ten en conidiôforos tîpicos de Botrytis (Figs. 22b y c). Los 
esclerocios de este hongo cuando proceden del cruce de dos 
estirpes compatibles germinan mediante carpôforos, produ- 
ciendo el estado perfecto, Botryotinia fuckeliana (Groves y 
Drayton, 1939).
La morfogénesis de los esclerocios en hongos filamen- 
tosos ha sido poco estudiada y cuando se ha estudiado ha 
sido sôlo en las primeras fases del desarrollo ya que résul­
ta imposible la observaciôn microscôpica debido a la acu- 
mulaciôn de hifas. En 1887 ya se conocia la estructura de 
muchos esclerocios maduros aunque se desconocîa su desarro­
llo. De Bary (1887) considéré que los tejidos de los escle­
rocios estaban formados por hifas, y que deblan su estructu- 
ra parenquimarosa simplemente a la firme uniôn de sus hifas,
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y a la forma, expansiôn y colocaciôn de sus cêlulas. De Ba­
ry también llegô a la conclusion de que 1 os esclerocios ma­
duros de muchas especies eran similares en muchos caractè­
res importantes.
Posteriormente Townsend y Willetts (1954) estudiaron 
el desarrollo y es tructura de los esclerocios al microscopio 
ôptico. Entre los esclerocios que estudiaron se encuentran 
los de B. cinerea. que por su iniciaciôn consideraron del 
tipo terminal por formarse al ramificarse dicotômicamente 
las hifas y entrelazarse posteriormente. En euanto a su es- 
tructura encontraron que estaban formados por una capa ex­
terna "rind" formada por dos o très capas de cêlulas redon- 
deadas, una capa mâs interna "cortex" formada por cinco o 
seis capas de cêlulas pseudoparenquimatosas de paredes fi- 
nas, y una regiôn central, la médula, formada por cêlulas 
filaraentosas libres.
En nuestras investigaciones hemos observado que los 
esclerocios se inician en unas plaças de hifas densamente 
entrelazadas que pueden tener mâs de 1 cm^ de superficie y 
aproximadamente 1 mm de gros or. Racia el sexto dîa de creci- 
miento ciertas zonas de estas plaças se abomban siendo el 
primer indicio del esclerocio, que permanece întimamente uni- 
do al micelio que le rodea. Los cortes ultrafinos del mate­
rial de la plaça y posterior observaciôn al microscopio elec- 
trônico, tanto de la zona de iniciaciôn del esclerocio como 
de la que le rodea, revelan una estructura semejante. Las 
hifas se encuentran libremente dispuestas en una matriz de 
polisacârido. En este material no encontramos ninguna estruc­
tura especial en la capa externa. En los dîas que siguen 
los primordios de los esclerocios empiezan a oscurecerse.
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El material procesado y examinado a los 11 dias muestra po­
cos cambios en la médula. En el micelio que rodea a los 
esclerocios se observan hifas vacîas y en proceso de autôli- 
sis. Los esclerocios se han independizado del micelio que 
les rodea y se separan fâcilmente de éste. Rodeando a la 
médula se observan très capas de cêlulas redondeadas pseu­
doparenquimatosas que constituyen lo que Townsend y Willetts 
(1954) denominaron ”rind". Estas cêlulas son muy oscuras de­
bido a la melanina. Nosotrbs nor hemos encontrado la se - 
gunda capa de cêlulas pseudoparenquimatosas denominada "cor­
tex" por los autores citados. Estos puede deberse al estado 
de desecaciôn de los esclerocios pues résulta lôgico pensar 
que al perder agua, las capas mâs externas pueden compactar- 
se uniéndose sus paredes para formar un pseudoparenquima 
o puede deberse a variaciones entre las diferentes cepas.
Los esclerocios germinan produciendo cùnidiôforos que 
emergen de la capa externa del esclerocio en grupos. Cuando 
los esclerocios germinados se observan al microscopio elec- 
trônico se ven en su interior hifas jôvenes entre restos de 
cêlulas medulares y de polisacârido.
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CONCLUSTONES
1) Botrytis cinerea Pers. ex Fr. produce en el medio 
de cultivo un polisacârido extracelular compuesto por gluco 
sa (92-95%) y galactosamina (3-4%).
2) El espectro infrarrojo del polisacârido muestra 
bandas de absorciôn a 890 cm'^ y ausencia de absorciôn a 
850 cm  ^ lo que indica la existencia de enlaces glicosîdi- 
cos con configuraciôn p .
3) Mediante la oxidaciôn del polisacârido con NalO^ 
y la degradaciôn de Smith se ha comprobado que les residues 
de azûcar en el polisacârido se encuentran unidos por enla­
ces 1 —> 3 (66%) , enlaces 1 — > 6 (23%) y enlaces 1 — ? 4 
(1 1 %).
4) El polisacârido es poco soluble en agua una vez 
precipitado del medio de cultivo por la adiciôn de alcohol.
5) B. cinerea crece y forma polisacârido eh todos los 
medios sintéticos empleados con diferentes fuentes de car- 
bono, obteniéndose los mejores resultados con glucosa y lac 
tosa.
6) La concentraciôn de glucosa ôptima para la forma-
ciôn de polisacârido es de 20 g/l.
7) La fuente de nitrôgeno empleada influye en la pro 
ducciôn de polisacârido. Las mejores fuentes de nitrôgeno 
son el nitrato potâsico y el suifato amônico. Se produce po
lisacârido con todos los aminoâcidos probados.
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8) La relaciôn C/N alta favorece la formaciôn de po­
lisacârido. Se han obtenido rendimientos de polisacârido de 
318 mg/100 ml de medio con 20 g de glucosa y 0,67 g de ni­
trato potâsico.
9) La tiamina no influye en la producciôn de polisa­
cârido .
10) La producciôn de polisacârido en cultives estâti. 
COS disminuye con la relaciôn superficie/volumen.
11) El polisacârido no es utilizado por el microorga- 
nismo como réserva de carbono, ya que no esdegradado cuan­
do se agota la glucosa del medio.
12) La adiciôn de glucosa favorece la formaciôn de 
esclerocios tanto en un medio sintêtico como en un medio con 
teniendo extracto de judîas.
13) La concentraciôn ôptima de glucosa es de 20 g/l 
para el medio sintêtico y de 1 g/l para el medio contenien 
do extracto de judîas.
14) Los factores luz y temperatura influyen en la 
formaciôn de esclerocios.
15) Los principales componentes quîmicos encontrados 
en los esclerocios son: glucosa (75%), glucosamina (5%), y 
proteina (10%). Trehalosa, manitol y lipidos representan 
menos del 1%.
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16) La extracci6n.de los esclerocios nos ha permitido 
obtener cuatro fracciones formadas casi en su totalidad por
|3 -glucanos. La primera fracciôn, material soluble en agua 
a 18“C, contiene un 88% de glucosa y 12% de proteina. La se 
gunda fracciôn, soluble en agua a 100°C, contiene 96% de 
glucosa y 2,3% de proteina. La tercera fracciôn, soluble en 
NaOH 1M, contiene 98% de glucosa. La cuarta fracciôn, mate­
rial insoluble, parece ser un complejo de glucano-quitina 
formado por un 85% de glucosa y 12% de glucosamina.
17) Mediante la oxidaciôn del polisacârido con NalO^ 
y la degradaciôn de Smith se ha comprobado que los residuos 
de azûcar en los polisacâridos de las fracciones de los 
esclerocios se encuentran unidos de la siguiente manera: 
fracciôn 1, enlaces 1 — > 3 (80,6%) y enlaces 1 — > 6 (19,4%); 
fracciôn 2, enlaces 1 — > 3 (76%), enlaces 1 — ^ 6 (20%) y 
enlaces 1 — >4 (4%); fracciôn 3, enlaces 1 — >3 (64,2%), 
enlaces 1 *-» 6 (14,4%) y enlaces 1 — >4 (21,4%); fracciôn
4, enlaces 1 — > 3 (71 %) enlaces 1 — > 6  (17,5%) y enlaces 
1 -> 4 (11 ,5%) .
18) Los espectros infrarrojos de las distintas frac­
ciones muestran bandas de absorciôn a 890 cm  ^ y ausencia 
de absorciôn a 850 cm'^ lo que indica la existencia de en­
laces glicosîdicos con configuraciôn p  .
19) Las diferencias en solubilidad indican diferen- 
cias en el tipo de enlaces.
20) El polisacârido extracelular se diferencia de 
las fracciones solubles en agua de los esclerocios en que 
el extracelular contiene galactosamina.
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21) Hemos conseguido germinaciôn de los esclerocios 
sometiéndolos a -11°C durante 24 h y manteniéndolos después 
en câmara hûmeda. A los 15 dîas el 90% de los esclerocios 
habîan germinado.
22) La concentraciôn de manitol y trehalosa es supe­
rior en los esclerocios germinados que en los no germinados.
23) Los primordios de los esclerocios aparecen a los 
6 dîas de incubaciôn. Los primordios y las hifas que los • 
rodean son semejantes en estructura y disposiciôn. En los 
primordios no se observa capa de cêlulas pseudoparenquima­
tosas (corteza).
24) A los 11 dîas de incubaciôn los esclerocios son 
de color oscuro, la corteza estâ bien diferenciada y compren 
de très capas de hifas. El protoplasma contiene orgânulos
y pequehas vacuolas. Las hifas de la médula estân distri- 
buidas en una matriz de polisacârido. El micelio prôximo al 
esclerocio aparece vacuolizado y en proceso de autôlisis.
25) A los 34 dîas de incubaciôn la corteza y médula 
de los esclerocios contienen grandes vazuolas y los espacios 
entre las hifas estân rellenos por una matriz de polisacâ­
rido. El micelio de alrededor présenta un estado muy avan- 
zado de autôlisis.
25) La germinaciôn de los esclerocios es de tipo es­
porogénico. La regiôn medular muestra hifas germinativas 
que rompen la corteza (cuyas cêlulas aparece vacîas), sa- 
liendo en ramilletes en distintos puntos y convirtiêndose 
en conidiôforos.
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